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OZET

Bu ¢alismanin amaci, Leucojum aestivum ekstraktlarinin antioksidan, antimikrobiyal, plazmit DNA
iizerine aktivitelerinin degerlendirilmesi ve ters fazli yiliksek performansli sivi kromatografisi ile
Leucojum aestivum ekstraktlarinin toplam fenolik bilesiklerinin belirlenmesidir. Leucojum
aestivum, g6l sogan1 olarak bilinir. Leucojum aestivum Tiirkiye'de tibbi, aromatik ve siis bitkileri
grubunda kategorize edilir. Bu ¢alismada, bitkinin toprakalti ve toprakisti kisimlari ayrilarak tibbi
bitki olma potansiyeli tespit edilmek iizere etanol, metanol, hekzan c¢oziiciileri ile ekstraktlar
hazirlandi. Ekstraktlarin antioksidan etkileri 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH), demir indirgeme,
metal selatlama, total flavonoid, total fenolik yontemleri ile tayin edildi. Elde edilen sonuglar,
kontrol olarak kullanilan butillenmis hidroksianisol (BHA), gallik asit, kersetin, resorsinol ve
askorbik asidin antioksidan etkileri ile karsilastirilmistir. Ekstraktlarin total fenol miktarlart
belirlenerek, degisik dalga boylarinda HPLC analizi ile pik alanlar1 tespit edilmistir. HPLC ile
hazirlanan ekstraktlardaki katesin, kersetin flavonoitleri ve gallik asit fenolik bileseni miktar
belirlenmistir. Ekstraktlar kizilotesi spektroskopisi FT-IR (Fourier Doniisimlii  Kizilotesi
Spektroskopisi) ile analiz edilmistir. Fonksiyonel gruplar1 belirlemek icin TLC (Ince Tabaka
Kromotografisi) kullanilmigtir. Sonug olarak, Leucojum aestivum'un etanol ve metanol ekstraktlari
yuksek fenolik ve flavonoid igererek yiiksek antioksidan aktivite gostermektedir. Ayrica Leucojum
aestivum'un etanol ve metanol ekstraktlarinin Gram-pozitif, Gram-negatif bakterilere ve maya
mantarlarina karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve antimikrobiyal aktivite sonuglarinin DNA
etkilegimi ile iliskili oldugu goriilmistiir. Toprakiistii ve toprakalti ekstraktlarinin FT-IR analizi
sonuglarina gore alifatik ve aromatik bolgelerde pikler goriilmiistiir. Toprakalti ekstraktlarinda NH
grubuna rastlanmamistir. TLC sonuglarina gore toprakiistii ekstraktlarinda florosan 6zellik gosteren
bilesenlerin oldugu goriildii. Ayrica flavonoid 6zellik gosteren maddelerin varligi bulunmustur.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the activity of Leucojum aestivum extracts antioxidant,
antiMiKrobial, plasmid DNA and to determine the total phenolic compounds of Leucojum
aestivum extracts by reverse phase high performance liquid chromatography. Leucojum aestivum
is known as summer snowflake. Leucojum aestivum is categorized in the group of medicinal,
aromatic and ornamental plants in Turkey. In this study, extracts with etanol, metanol and hexane
solvents were prepared to determine the potential of the plant to be separated by above ground and
above ground parts of the plant. The antioxidant effects of the extracts were determined by 1,1-
diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH), iron reduction, metal chelating, total flavonoid and total
phenolic methods. Infrared spectroscopy of the extract was analyzed by FT-IR (Fourier Transform
Infrared Spectroscopy). TLC (Thin Layer Chromatography) was used to determine functional
groups. The results obtained were compared with the antioxidant effects of butylated
hydroxyanisole (BHA), Gallik asit, kersetin, resorcinol and ascorbic acid. Total phenol content of
the extracts were determined and peak areas were determined by HPLC analysis at different
wavelengths. The amount of katesin, kersetin flavonoids and Gallik asit phenolic component in
extracts prepared by HPLC were determined. As a result, the etanol and metanol extracts of
Leucojum aestivum show high antioxidant activity, including high phenolic and flavonoid. In
addition, the etanol and metanol extracts of Leucojum aestivum showed antiMiKrobial activity
against Gram-positive, Gram-negative bacteria and yeast and the results of antiMiKrobial activity
were related to DNA interaction. According to the results of FT-IR analysis of the aboveground
andsubsoil extracts, peaks were observed in aliphatic and aromatic regions. No NH group was
found in subsoil extracts. According to the results of TLC, the components which have fluorescent
properties were found in the aboveground extracts. In addition, the presence of flovonoid properties
were found.
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Bu calismada kullanilan bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar: ile birlikte asagida
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1. GIRIS

Dogal antioksidan kaynaklar1 olarak bilinen bitki ve baharatlarin kullanimlar ile ilgili
caligmalarin her gecen gilin arttifi bilinmektedir. Bitki ugucu yag ve bilesenlerinin
farmakolojik 0Ozellikleri incelenerek bunlarin tip, kozmetik ve endiistriyel alanlarda
kullanilabilmesiyle yararli olabilecegi belirtilmektedir. Sentetik antioksidan ve
koruyucularin zararli etkilerinden kaginmak i¢in bunlarin yerine kullanilabilecek 6zellikle
bitkisel materyallerden olusan dogal antioksidan ve antimikrobiyal maddelerin elde
edilmesi iizerinde yogun bir ilgi olusmus ve arastirmalar hizlanmistir. Bu konuda yapilan
aragtirmalar sonucunda bitkisel materyallerin giiclii antioksidan ve antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu ve cok sayida fitokimyasal bilesik icerdigi goriilmiistiir.
Giliniimiizde binlercesi tanimlanan ve bitkilerde ikincil metabolit olarak adlandirilan
kimyasallarin en yaygini fenolik bilesikler olup, fenolik maddeler dogal antioksidanlarin
en 6nemli gruplarini olusturmaktadirlar (Harsit, 2015; Demir, 2011). Yapilar1 ¢ok ¢esitli
olan fenolik bilesikler sekonder metabolitlerin en Onemli ana gruplarindan birini
icermektedirler. Fenolik bilesikler bitki kaynakli gida ve igeceklerin, 6zellikle tat ve renk
gibi 6zelliklerinden sorumlu olmasinin yan1 sira meyve ve sebzelerin besin 6zelliklerine de
katkida bulunurlar. Insan saglig1 acisindan nemi ve gida organoleptik (duyu organlarini
etkileme yetenegi) oOzelliklerinden dolayr yapi ve biyolojik aktivitelerinin, terapotik
maddelerin (terapide kullanilan maddeler) ve ayn1 zamanda gida kalitesini kontrol etmek
icin potansiyellerinin arastirilmasi agisindan olduk¢a Onemlidirler (Tapas, Sakarlar ve
Kakde, 2008).

Meyve, sebze ve bitkilerin yenen ve yenmeyen tim bolimlerinde bulunan fenolik
bilesikler (polifenoller), saglik iizerine olumlu etkilerinden dolayr biyoaktif bilesikler
olarak adlandirilmaktadirlar. Fenolik bilesikler, bitkilerde yangi ve yaralanmaya karsi
savunmada, UV isinlarindan koruma gibi fonksiyonlarinin yaninda, normal biiyiime ve

gelisme i¢in de oldukga gerekli olan 6nemli bilesiklerdir.

Besinlerdeki zararli maddeler, giin boyu soludugumuz kirli hava, ozon tabakasinin
incelmesiyle olusan gilines 1sinlarinin zararli etkileri, bozulmus yiyecekler, bilingsiz
beslenme, katki maddeleri, herbisit ve pestisitler, ilaglar, petrokimya iirlinleri ve

hareketsizlik vilcutta serbest radikallerin olusumuna sebep olup doku tahribine yol



agmaktadirlar. Serbest radikaller 6zellikle hiicre ve bagisiklik sistemine saldirarak etkili
olmaktadirlar. Tim bunlara karsilik viicuttaki serbest radikallerin etkisini minimuma
indiren, bloke eden, pek ¢ok hastalifa ve erken yaslanmaya neden olan zincir
reaksiyonlarini Onlemekte gorev alan maddeler bulunmakta ve bunlara ‘“antioksidan”
maddeler denilmektedir. Serbest radikallerin hiicresel kaynaklart ve serbest radikallere
karst hiicresel antioksidan savunma mekanizmalarinin aydinlatilmasi glnimuzde
bilinmeyen bircok klinik durumun ortaya ¢ikarilmasina neden olacag: diisiiniilmektedir
(Harsit, 2015; Demir, 2011). Serbest radikaller, radikal olmayan bir atom veya molekilden
elektron ¢ikmasiyla veya radikal olmayan bir atom veya molekiile bir elektron ilavesiyle
olusmaktadirlar. Kararsiz yapida olduklarindan organizmadaki diger kararli molekiillerin
yapilarini bozarak bu kararli molekiillerin kararsiz hale geg¢mesine neden olurlar.
Antioksidanlar ise bu kararsiz serbest radikallere uygun elektronlar saglayarak kararli hale
gecmesini saglarlar. Serbest radikaller insan ve hayvanlarda fizyolojik aktiviteye bagl
olarak olustugu gibi, ¢esitli dis etkenlerin etkisiyle de meydana gelebilmektedirler
(Aydemir, 2009; Nakag, 2010). Serbest radikaller, genelde i¢ ve dis etkenlere bagh olarak
iretimlerindeki artis ve antioksidan sistemin yetersizligi sonucu basta membran lipidleri
olmak {izere, proteinler, karbonhidratlar ve DNA’ya Onemli zararlar verebilmektedirler
(Koca ve Karadeniz, 2003). Bu zararlar, hiicrenin tipine, maruz kalinan strese ve siddetine
bagl olarak (Freeman ve Crapo, 1982; Vaca, Wilhelm ve Harms-Ringdahl, 1988) toksik,
mutajenik veya karsinojenik olabilmektedirler (Nordberg ve Arner, 2001). Gelecekte
hastaliklarin tedavisinde andioksidanlar ile tedavinin 6nemli yer tutacagina inanilmaktadir
ve bunun basarili olabilmesi i¢in reaktif oksijen molekiillerinin her bir hastaliktaki kesin

roliiniin en iyi sekilde belirlenmis olmas1 gerekmektedir (Pehlivan ve Uzun, 2015).

Organizmada oksidatif stres olusturan degisik oksidanlara karsi antioksidan savunma
sistemi vardir. Bu antioksidan savunma sistemi; serbest radikallerin asir1 iiretilmesini
engelleyerek, olusan serbest radikallerin etkisini azaltarak veya olusan oksidatif hasari
azaltarak ya da onararak etkisini gostermektedirler. Bu sistemler, siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi endojen antioksidan
enzimleri, glutatyon rediiktaz (GSH)’1, seruloplazmin ve transferrin gibi metal baglayici
proteinleri, Zn ve Cu gibi antioksidan Ozellikteki bazi elementleri ve A, C, E gibi

antioksidan vitaminleri icermektedirler (Ariduru ve Abaci, 2013).



Bitkilerde farkli antioksidan bilesiklerin meydana geldigi bilinmektedir. Dogal
antioksidanlar bitkilerin yaprak, gévde ve tohumlar1 basta olmak iizere biitiin organlarinda
bulunmaktadir. Dogal antioksidanlarin baslicalar1 karetenoidler, vitaminler, fenoller,
flavonoitler, glutatyonin ve endojen metabolitlerdir. Yapilan arastirmalarda bol miktarda
sebze ve meyve tikketimi sonucu, hastaliklara yakalanma riskinin azaldigi, kalp damar
hastaliklarinda, kanser vakalarinda ve Olim oranlarinda kayda deger azalmalar oldugu
bildirilmistir (Ariduru ve Abaci, 2013). Bitkiler alemindeki en 6nemli dogal pigmentlerden

biri olan karotenoidler, dogal olarak olusan tetrapirrol tiirevleri olan bilesiklerdir.

Bitki kokenli bilesiklerin biyolojik aktiviteleri yiizyillardir bilinmesine ragmen 50 yil
oncesine kadar flavonoidlerin ¢alisma mekanizmasiyla ilgili bilginin ¢ok az oldugu
bilinmektedir. 1930 yilinda Szent-Gyorggyi portakaldan yeni bir madde izole ederek bunu
‘P vitamini’ olarak adlandirmigtir. Ancak daha sonra bu maddenin aslinda bir flavonoid
oldugu ortaya ¢ikmugtir. Flavonoidlerin emilimi ve bosaltimi ile ilgili daha fazla veri
toplamak icin analitik teknikleri gelistirmeye ihtiya¢c oldugu goriilmiistiir. Ozellikle de
kronik flavonoid aliminin uzun dénem sonuglar1 hakkindaki veriler azdir. Dogal, sentetik
ve hemisentetik flavonoidlerin, tek basina ve diger onleyici ya da terapotik stratejilerle
birlikte kanser, diyabet ve kardiyovaskuler komplikasyonlar gibi en yaygin dejeneratif
hastaliklara kars1 etkili ilaglar olacagi disiiniilmektedir (Tapas ve digerleri, 2008). Bitki
tirevli antioksidanlar singlet ve triplet oksijen kuenceri, serbest radikal giderici, peroksit

pargalayici, enzim inhibitdrleri ve sinerjistler olarak gorulurler (Ariduru ve Abaci, 2013).

Amaryllidaceae familyasina ait olan Leucojum aestivum L. (L.aestivum) tlr(, sahip oldugu
galantamin gibi degerli alkoloidleri nedeniyle tip alaninda 6nemli bir yere sahiptir. Bu
caligmanin amaci; halk arasinda gol sogani olarak bilinen Amaryllidaceae familyasina ait
L. aestivum tlrinln toprakaltt ve toprakiistii kisimlarindan hazirlanan ekstraktlarin
antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi, plazmid DNA’ya etkilerinin

arastirtlmasi1 ve HPLC ile kimyasal kompozisyonlarmin belirlenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Leucojum aestivum L. (G6l Sogani)

Leucojum aestivum L.’un sistematik siniflandirilmas:

Filum: Tracheophyta

Boliim: Spermatophyta

Altbolim : Angiospermae

Sinif : Monocotyledoneae

Ust takim : Lilianae

Takim : Liliales

Familya : Amaryllidaceae

Cins : Leucojum Linnaeus

Tir (Species): Leucojum aestivum L.

Alt tlr : L. aestivum L. subsp. pulchellum ( Ekici, 2006)

Amaryllidaceae familyasinin diinyada 60 cinsi ve 800 tiirii tanimlanmistir (Watson ve
Dallwitz, 2005). Leucojum cinsinin diinyada 10 tirii bulunmaktadir (Sekil 2.1).
Amaryllidaceae familyasina ait olan L.aestivum 30-60 cm boyunda soganli bir bitkidir.
Mart ve Haziran aylarinda ¢i¢ek agar. Cigekleri ¢an seklinde ve genellikle 1-5 tanedir.
Cigekleri 1 ay boyunca ag¢ik kalir. Leucojum cinsine ait 10 tiir tanimlanmistir. Bitki
genellikle orman altlarinda, tarla kenarlarinda, 0-1100 m arasinda nemli ¢ayirliklarda ve

bataklik alanlarda yayilis géstermektedir.

L. aestivum iilkemizde Istanbul, Kocaeli, Beysehir, Bursa, Bolu, Konya, Erzurum ve
Samsun olmak iizere 8§ ilde yayilis gosterir (Davis ve digerleri, 1984). Tiiriin Tirkiye’deki
asil yasam alanlarini, Karadeniz ve Marmara bolgesi taban arazilerindeki digbudak
(Fraxinus angustifolia Vahl.) orman ekosistemleri olusturmaktadir. Bununla birlikte
populasyonlar1 bu alanlarda da sinirlidir ve s6z konusu olan bu orman alanlarindan odun
dis1 orman {iriinii olarak toplatilmaktadir (Cigek, Cetin, Ozbayram ve Tiirkyilmaz, 2013).
En bol bulundugu yerler Samsun ve Beysehirdir. Diinyada yayildig1 yerler ise irlanda,
Ingiltere, Hollanda, Cekoslovakya, Kafkasya, Kuzey ve Kuzeybati Iran’dur.



Leucojum ismi Yunanca’da beyaz menekse anlamina gelmektedir. Tiirkiye’de halk
arasinda ise gol sogani, ak¢abardak, c¢an ¢icegi, kabalak, stimbiil, sarikli kokii gibi isimlerle
adlandirilmaktadir. L. aestivum kisin son zamanlarinda veya baharin erken donemlerinde
nergislerle birlikte goriilmesinden dolayr bir¢ok Ulkede yaz Kkardeleni olarak
isimlendirilmektedir (Ekici, 2006). L. aestivum tlrlnin sahip oldugu galantamin gibi
degerli alkoloidleri nedeniyle biyokimyasal ve medikal arastirmalarda yogun olarak
kullanilan, bu oOzellikleri nedeniyle tip alaninda Onemli bir yere sahip olan tirdir.
Galantamin alkoloidi, ¢ocuk felci sonucu meydana gelen hasarlarin ve Alzheimer
hastaliginin tedavisinde yogun olarak kullanilmaktadir (Baytop, 1984; Heinrih ve Teoh,
2004). Galantaminin L. aestivum tiiriindeki varligi arastirilmis ve bu maddenin ara
metabolitlerinin 6zellikle ovaryum duvari, ¢icek sap1 ve tepalde yogun olarak bulundugu

ve pek ¢ok hastaligin tedavisinde etkili oldugu saptanmistir (EKici, 2006).

Resim 2.1. Leucojum aestivum’un genel goriiniimii

2.1.1. Tiirkiye’nin geofit bitkileri

Bilindigi gibi iilkemiz olduk¢a zengin bir bitki cesitliligine sahiptir. Ulkemizde yayilis
gosteren yaklasgitk 11 000 bitki tiirlinden yaklasik 3 500 kadarmin endemik oldugu
bilinmektedir. Geofitler toprakaltinda sogan, rizom, yumru gibi 6zellesmis toprakalti
govdelere sahip olan bitkilerdir. Ulkemiz geofit bitkiler agisindan zengin bir iilke

konumundadir. Tiirkiye de yaklagik olarak 900 geofit bitki taksonu yayilis gostermektedir.



Liliaceae, Araceae, Primulaceae, Iridaceae, Geraniaceae, Orchidaceae, Ranunculaceae ve
Amaryllidaceae familyalar1 geofit bitkiler agisindan zengin olan familyalardir. (Koyuncu
ve Alp, 2014). Geofitler yaklasik bir asirdan beri yurt disina ihra¢ edilmektedir ve geofitler
icerisinde soganli-Gigekli bitkiler dnemli bir yer tutmaktadir. Ozellikle 1960’1 yillardan
itibaren bu ticaret olduk¢a yuksek miktarlara ulasmistir ve bu ticaretin sonucunda birgok
tiir blyiik tahrip gormiistiir (Cigcek ve digerleri, 2013). L. aestivum tiri diinyada dogal
olarak Kuzey Afrika, Avrupa ve Giineybati Asya ile Akdeniz kiyilarinda yayilis
gostermektedir. Avrupa’da Irlanda, Ingiltere, Hollanda, Ispanya, Isvigre, italya, Belgika,
Almanya, Fransa, Avusturya, Yugoslavya, Macaristan, Arnavutluk, Romanya, Bulgaristan,
Ukrayna ve Tiirkiye; Asya’da ise Iran, Rusya ve Ermenistan’da yetistirilmektedir (EKici,
2006).
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Resim 2.2. Leucojum aestivum L.’un Tiirkiye’deki dagilimi (Ekici, 2006).

2.1.2. Amaryllidaceae (Nergisgiller) familyasinin genel 6zellikleri

Amaryllidaceae familyas: tropikal bolgelerde Ozellikle Giliney Amerika ve Afrika ile
Akdeniz kiyilarinda yayilis gostermektedir. Amaryllidaceae familyast daha ¢ok soganli
veya rizomlu bitkilerden olusmakla birlikte ayrica sogan ile rizom arasinda gegis
formlarma sahip ¢ok yillik; yapraksiz govdeli; yapraklar yassi veya seritsi, bazen etli veya
sert ve lifli olup, kis mevsiminde genellikle dokiilmektedir; gigekler tek veya infloresans

durumda ve infloresans da kimoz, umbella veya bascik seklinde; brakteler tek tek oldugu



gibi involokrum seklinde 2, 8 veya daha fazla sayida, serbest ve bitisik durumlarda;
tepaller 3+3 olarak iki sirali dizilmis, 6 pargali petaloid tipte beyaz, yesil, krem, kirmizi,
sarl, pembe, mor veya kahverengi; andrekeum 3, 6, 9 veya 18 stamenli ve genellikle 3+3
diziligli; staminod yok; anterler genellikle versatil, nadiren bazifiks bazi tlrlerde ise
dorsifiks tipte; anterler, por ile ya da yarilarak agilir; nektaryumlar tepallerde ve
ginekeumda septumlarda; ovaryum alt durumlu, sinkarp, 3 karpelli, 3 g6zludir ve ovul ¢ok

sayida; meyve lokulusit kapsiil veya bakkadir (EKici, 2006).

Amaryllidaceae familyasinin bazi tiirlerindedegisik kimyasal yapiya ve farmokolojik
etkilere sahip alkoloitlere rastlanmigtir. Bu familya iilkemizde 6 dogal, 2’si kiiltiir 8 cins ve
33 tir ile temsil edilmektedir (Davis, 1988; Arslan ve digerleri, 2004). Bu familyanin pek
cok tiiri siis bitkisi olarak kullanilmaktadir (Tanker, 1998). Ayrica familyanin bitkileri

giizel kokulardan dolay1 esans endiistrisinde ¢ok dnemlidir (Amina, 2008).

2008) Leucojum cinsinin sadece iki tiirti vardir: L. vernum ve L. aestivum. L. aestivum,
Kuzey Afrika, Avrupa, Glineydogu'da dogal olarak yayilis gostermektedir. Amaryllidaceae
ailesi liyelerinin erkek ve disi gametofitleri yeraltinda gelistiginden yapilan embriyolojik
calismalar, neredeyse her cinste genellikle eksiktir. Bu ailenin cinslerinde hem allium hem
de polygonum embriyo kesesi tipleri gozlenmistir. Son kayitlarda embriyo kesesinin
endymion tipi de belirlenmistir. Ovular, nadiren, biitiinciil olmayan, tek ya da iki tarafli
olarak, hemianatropous, anatropoustur. Bazi tiirlerde antipodlarin ikincil g¢ogalmasi
bildirilmistir. Antipod hiicreler gecici veya kalici olabilir. Tomurcuklarin erken geligim
asamalar1 yeraltinda gergeklesir. L. aestivum’un sadece endosperm olusumu belirlenmistir

ve nikleerdir (Ekici ve Dane, 2008).

2.1.3. Leucojum aestivum’un genel ozellikleri

Leucojum aestivum, beyaz c¢iceklere sahip, bazal ve linear yaprakli, nodlu, ¢ok yillik
soganli bir bitki tiridir (Sekil 2.3). L. aestivum’un sogan ¢ap1, 18-45 mm; pedinkul kalin,
i¢i bos bir yapida olup iki kanath, uzunlugu 25-60 cm arasinda; yapraklara esit ya da
yapraklardan uzun; yaprak sayisi 4 ile 6 arasinda ; sogandan yukari, disa dogru biiyiiyerek
asag1 dogru kivrilir; yaprak uzunlugu 22-62 cm, genisligi ise 7-25 mm; ¢igek durumu
umbellattir; gigek sayisi1 2-5; ¢icekler kampanulat ve egik durumda, 6 tepalli ve her tepalin

ucunda yesil renkli bir benek bulunur; pedisel boyu 9-65 mm ve en uzunu brakteye esit ya



da brakteden daha uzun; spata 22-51 mm, genisligi 3-8 mm ve valvli; meyva lokulusid;
tohumda testa olduk¢a kalin olup hava dolu hiicrelerden olusur. Dista 50-60 pm
kalinliginda bir koruyucu tabaka bulunur; icte 0.37 mm kalinhigindaki endosperm tabakasi
yer alir. Meyva icinde 2-8 adet tohum icerir; tohumlar, siyah renkli ve ¢aplar1 5-8 mm
(Ekici, 2006).

2.1.4. Leucojum aestivum tiiriiniin kullanim alanlari

Leucojum aestivum (GOl Sogani) ticareti yapilan soganli bir bitki olup Amaryllidaceae
familyasina aittir. L. aestivum ¢ok onemli tibbi bir bitki olmasinin yaninda ayni zamanda
degerli bir siis bitkisidir. Diger baz1 soganl bitkilerle birlikte ihra¢ edilmektedir. Avrupa
iilkelerinde ise uzun zamandan beri silis bitkisi ve tibbi bitki olarak kullanildig:
bilinmektedir. Son zamanlarda gol soganinin tibbi bitki olarak kullanimi 6n plana ¢gikmis
ve dnem kazanmaya baglamistir. Tiirlin hem soganlarinin hem de taze yesil yapraklarinin,
basta galantamine alkoloidi olmak {izere Onemli birgok kimyasal madde igerdigi
bilinmektedir (Cicek ve digerleri, 2013). Bu alkoloitlerden dolayr familyanin tiirleri
antitiimor, antiviral, antimikrobiyal, tansiyon diisiiriicii, viicut dayanikligini artirici, safra
salgisin1 azaltici, balgam soktiiriicli, agr1 kesici ve Alzheimer hastaliginin tedavi
edilmesinde kullanilmislardir (Barthelmes ve digerleri, 2001; Teuscher,1990; Koyuncu ve
digerleri, 1994).

L. aestivum igerdigi ¢esitli sekonder metabolitlerinden dolayr son giinlerde oldukea ilgi
cekmektedir. Leucojum aestivum ‘un etanol ekstraktlari antiviral etkilere ve galantamin,
lektin, selidonik asit gibi ¢ok yonlii farmokolojik etkilere sahip oldugu bildirilmektedir
(Odabas, Cirak ve Ayan, 2005). L. aestivum tlrinin giizel ve gosterisli ¢igeklerinden
dolay1 peyzaj diizenlemelerinde, kaya bahgelerinde, dogal ve yapay gollerde, havuzlar ve
nemli alanlarda, agag ve ¢alilar ile birlikte bordiirlerde siis bitkisi olarak kullanilmaktadir
(Seyidoglu, 2011; Arslan, 1998).



Resim 2.3. Leucojum aestivum’un ¢icekleri

Basta Dogu Avrupa olmak iizere ilag piyasasinda artan talep bu bitkilerin dogal
habitatlarindan dogal kaynaklarinin azalmasina ve sonunda yok olmasina sebep olacaktir.
Bu sebeple bu degerli alkoloidi elde etmek igin alternatif bir yol olarak in vitro kiltird

kullanilarak galantamin elde edilebilir (Diop ve digerleri, 2007).

Amaryllidaceae tipi alkaloidler antiviral ve antitimor 6zelliklere ve ayrica antikolinesteraz
aktivitesine sahiptir. Bu alandaki en ¢ok calisilan bilesik, Alzheimer hastaliginin tedavisi
ve ayrica poliomyelit ve diger norolojik hastaliklarin tedavisi i¢in tipta yaygin olarak
kullanilan gugll bir asetilkolinesteraz inhibitori olan galantamindir.  Ginlmizde,
galantaminin izole edildigi bitkilerin listesi 20'den fazla tiirii kapsamakta ve yeni kaynaklar
arayist devam etmektedir. Galantaminin kimyasal sentezi bagarili bir sekilde
gergeklestirilmis olsa da yaz kar tanesi olarak da adlandirilan bir Avrasya-Akdeniz tiri
olan L. aestivum Bulgaristan’da Nivalin1 ticari ad1 altinda galantamine bazli ilacin tiretimi
icin kaynaktir (Ince, 1989). Bu bitki tiirlerinin kullanimi igin regete rejimi uygulanmistir ve
bu perspektiflerden, in vitro kilturlerden galantamin Uretimi cazip bir alternatif olarak

kabul edilmektedir (Pavlov, Berkov ve Ivanov, 2007).

Leucojum tiirlerinin izolasyonu sonucunda birgok biyoaktif Ozellik gosteren bilesik
bulunmustur. Bulunan bu bilesiklerin antikolinesterazin, antibakteriyel, antifungal

(mantara kars1), antimalarial, antiplatelet, insektisit (bocek 6ldiiriicii), sitotoksik etkilerinin
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oldugu belirlenmistir. L. aestivum tiirii bagka hastaliklarin tedavisinde de kullanilmasina
ragmen Oncelikli olarak Alzheimer hastaliginin tedavisinde biliylik dnem tasimaktadir.
Alzheimer hastaligi, halen noropatolojisi ve etiyolojisi net olarak ortaya konulamamus,
ilagla kokten tedavisi miimkiin olmayan hastaliklar arasinda yer almaktadir. Bu hususta
hastaligin oncelikle kokten farmakolojik tedavisi onem kazanmaktadir. 19. yiizyilda
insanlarin ortalama yasam siiresinin 50 yil civarinda oldugu bilinmektedir. 20. yiizyilda ise
tiptaki gelismelere paralel olarak mortalite hizi azalmis ve bunun sonucunda ortalama
yasam siiresi 80'e yaklasmistir. Bir zamanlar bu hastalik ¢ok nadir goriiliirken giliniimiizde
diinyada 20-25 milyon civarinda Alzheimer hastasi oldugu tahmin edilmektedir. Amerika
Birlesik Devletleri'nde 65 yasin iistiindeki her 8 kisiden, 80 yas iizeri her 2 kisiden birinin
Alzheimer (AH) hastas1 oldugu bilinmektedir. ABD’de yaklasik her 71 saniyede bir kisiye
Alzheimer tanisi konulmaktadir. 2050 yilinda ABD’de hasta sayisinin 13,5 milyonu
bulacagi tahmin edilmektedir. Tiirkiye’de ise giiniimiizde yaklasitk 400 bin civari
Alzheimer hastasi bulunmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar L. aestivum’un
farmakolojik ve biyokimyasal Ozellikleri {izerinde yogunlagmistir. Amaryllidaceae
familyasinin bazi tiirlerinden elde edilen bir g¢esit alkoloid olan galantaminin L.
aestivum‘da varligir arastirllmistir ve bu arastirmalar sonucunda bu maddenin ara
metabolitlerinin 6zellikle ¢igek sapi, ovaryum duvari ve tepalde yogun olarak bulundugu
saptanmistir. Galantamin bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan ilag hammaddelerinden
biridir ve 0Ozellikle Alzheimer hastaliginin tedavisinde pozitif etki gostermektedir
(Karuncula, 2013). Galantaminin toplam sentezi, endlstriyel duzeyde bile olsa,
tepkimelerin stereoselektivitesi ve diisiik verimleri bu slreci ekonomik olarak itici hale

getirmektedir (Schumann ve digerleri, 2012).

2.2. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller yiiksek aktiviteli bilesiklerdir. Cevre kirliligi, radyoaktif 151ma, bitkilerin
korunmasi i¢in kullanilan ilaglar, tiitliinlin yanmasi sonucu olusan duman, bozulmus
besinler ve insan viicudunda gerceklesen metabolik olaylar sonucunda serbest radikaller
meydana gelmektedir. Bu bilesiklerin insan viicudunda artmasi sonucu dengeler
degismektedir. Hiicre zarmin serbest radikallerin saldiris1 ile zarar gormesi durumu
oksidatif stres (gerginlik) olarak adlandirilmakta ve reaktif azot ve oksijen tirlerinin insan
vicudunda ylksek oranda bulunmasma bagli olarak doku tahribatina, proteinlere etki

ederek yapilarinin bozulmasina, hiicre mutasyonuna ve hiicre dlimine neden olan bir
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stirecle sonlanmaktadir (Simsekli, 2010). Oksidatif stresin neden oldugu hastaliklara
astim, ateroskleroz, serebral vaskuler hastaliklar, kronik obstruktif pulmoner hastalik,
konjestif kalp yetmezligi, diabet, grip, hipertansiyon, miyokard enfaktiis, hepatit,

inflamasyon hastaliklar1 ve kanser drnek olarak verilebilir (Antmen, 2005).

Serbest radikaller, biyolojik sistemlerde daha ¢ok elektron transferi ile olusurlar ve pozitif
yuklu, negatif yUkli ya da notral olabilirler (Simsekli, 2010). Serbest radikal kaynaklari
endojen ve eksojen olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Endojen kaynaklar; mitokondriyal
elektron transport zinciri, redoks dongiisii, endoplazmik retikulum, arasidonik asit
metabolizmasi, ksantin oksidaz, NADPH oksidaz vs. gibi enzimler, fagositik (monosit ve
makrofajlar vs.) ve endotelyal hicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar ve otooksidasyon
reaksiyonlaridir. Eksojen kaynaklar ise; cevresel faktorler (hava kirliligi), diyet faktorleri,

ilaglar, ksenobiyotikler ve zararli 1silar (X-ray, UV)’dir (Glimiistas, 2008).

Aerobik metabolizmaya sahip olan memelilerde radikaller genellikle oksijenden
uretilmektedirler (Orhan, 2011). Oksijenin dis yoriingesine bir veya birden ¢ok eslesmemis
elektron eklenmesiyle serbest oksijen radikali olusur. Bu serbest oksijen radikali,
yapisindan dolay1 kolaylikla diger molekiillerle reaksiyona girebilme, onlari tahrip
edebilme ve bdylece organizmada ¢ok ciddi hasarlar meydana getirmektedir (Sahin,
2010). Otooksidasyon, lipidler ile oksijen arasinda UV 1siginin etkisi ile olusan serbest
radikal zincir reaksiyonudur ve oldukca blyuk zararlar vermektedir. Prooksidan etkenler
baslangi¢ i¢in gerekli olan aktivasyon enerjisini saglamaktadir (Sensoy, 2006). Serbest
radikaller ve reaktif karakterli maddeler ile bu maddeleri iireten tiim faktorler “oksidan”

veya“prooksidan” olarak tanimlanmaktadir (Avct, 2007).

Oksijen radikali serbest elektronu eslestirmek igin bir molekiilden elektron aldigi zaman,
elektron aldig1 molekiil elektronik diizenini saglamak i¢in bagka bir molekiilden elektron
almak zorunda kalir. BOylece serbest radikaller organizmada 6nemli molekiillere zarar

veren bir seri tepkimeyi baslatabilirler (Nakag, 2010).

Serbest radikallerin ¢ogu oksijen ve azot kaynaklidir ve bunlardan bir kismi radikal
nitelikli iken bir kism1 da bazi reaksiyonlara katildiktan sonra radikallere doniismektedir.
Radikal olan reaktif oksijen tdrleri; stuperoksit anyon radikali (O;"), hidroksil (OH),
peroksil (ROOH), nitrik oksit (NO’), alkoksil (RO’ ve hidroperoksitlerdir. Radikal
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olmayan reaktif oksijen turleri ise hidrojen peroksit (H,O,), azot dioksit (NO,,), hipoklorik
asit (HOCI), lipit hidroperoksit (LOOH), peroksinitnit (ONOQO), ozon (Os) ve singlet
oksijendir (*O,). Radikal olan reaktif azot tiirleri; nitrik-oksit (NO) ve azot-dioksit (NO,);
radikal olmayan reaktif azot tlrleri ise nitroz asit (HNO,), nitroksi anyonu, nitrozil
katyonu, peroksinitrit, diazot tetraoksit, peroksinitroz asit, nitronyum katyonu ve
alkilperoksinitritlerdir. Reaksiyonlar sonucunda olusan en etkili serbest radikaller reaktif
oksijen tirleri (ROT)’dir. Organizmalardaki en aktif ROT iireticileri olarak bilinen
fagositoz hiicreleri uyarildiklarinda, oksijeni indirgeyerek hidroksil radikali (OH), hidrojen
peroksit (H20,) ve superoksit (O,7) gibi ROT’lar1 olustururlar. Diger ROT kaynaklari
mitokondriyal elektron tasima sistemi, doymamis yag asitlerinin ve esolaminlerin

oksidasyonu ile NADPH bagiml oksidazlardir (Boyali, 2009).

Aerobik organizmalarin yasamlarini siirdiirebilmesi i¢in oksijen gereklidir. Organizmanin
kendisi igin gerekli enerjiyi saglamasi i¢in oksijen hiicrede bir dizi reaksiyondan gegerek
suyun yapisina katilmaktadir. Bu doniisiim esnasinda oksijenin bir kismi su yapisina
katilmaz ve oksijen kaynakli radikaller olusur. Bu reaksiyonlarda; oksijenin bir elektron
alarak indirgenmesiyle kuvvetli bir indirgeyici olan siiperoksit radikali, iki elektron alip
indirgenmesiyle hidrojen peroksit olusur. Oksijene iiciincii elektronun eklenmesiyle yiiksek
derecede reaktif olan hidroksil radikali ve dordiincii elektronun eklenmesi ile ise su olusur

(Gorgu, 2011).
2.2.1. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA), membran yapisinda bulunan c¢oklu doymamis yag asitlerinin
serbest radikallerden etkilenmesiyle olusan oksidasyon sonucunda gelisir ve oksidatif
hasarin diizeyinin gostergesidir. Radikal, yag asidi ile birleserek bir dizi tepkimeyi
baslatmaktadir. Bunun sonucunda ilk olarak lipid peroksit radikali (ROO.) olusmakta, son
tirtin olarak da MDA olusmaktadir. Bu molekiil DNA ile tepkimeye girerek kromozomal
yapida degisiklikler olusturmakta ve sitotoksisiteye neden olmaktadir. Ayrica MDA’in
lipidlerde ¢apraz baglanmalara neden oldugu, bunun disinda karsinojenik ve mutajenik
oldugu da bilinmektedir (Nakag, 2010). Malondialdehit (MDA) kanda ve idrarda ortaya
cikmaktadir, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii olmasinin

yaninda lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterdigi i¢in biyolojik
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materyalde malondialdehit (MDA) 6l¢iimdi, lipid peroksit seviyelerinin indikatori olarak
kullanilmaktadir (Kiral, 2012).

2.2.2. Nitrik oksit (NO)

Memelilerde nitrik oksit ilk kez 1916 yilinda tespit edilmistir. Daha 6nceki yillarda ¢evre
kirleticisi olarak bilinen nitrik oksitin, 6zellikle son yillarda yapilan ¢alismalarda viicut
sistemlerinde meydana gelen biyolojik reaksiyonlarn biiyiik bir kismiyla yakin iliskili
oldugu  bildirilmistir.  Molekiiler — oksijen varliginda  L-arjininin  L-sitruline
donitistiiriilmesiyle nitrik oksit sentezlenmektedir ve bu sentezden sorumlu enzim nitrik
oksit sentaz (NOS) olarak bilinmektedir (Seyidoglu, 2011; Pasaoglu, 2011). NO yikstiiz ve
lipofilik olmasindan dolayr membranlardan kolaylikla gecerek etkili olabilmektedir.
Organizmada diiz kaslarin gevsemesinden noronal fonksiyonlarin dlzenlenmesine ve
immiin yanitin saglanmasina kadar bircok fizyolojik fonksiyonu yerine getirir ve
antioksidan savunmaya destek olur. Ancak asir1 iretilmesi durumunda radikal etki
gostererek peroksinitrit gibi radikalleri olusturmaktadir. Peroksinitrit (ONOO); hidroksil
radikalleri (OH') ve tirozinle (Tyr) birleserek nitrotirozini olusturarak oksidatif hasar
olusturmaktadir. OH ve ONOO' astim patogenezinde rol almaktadir; cGMP (cylic
Guanozin Mono Phosphate)’1 artirarak diiz kas gevsemesine neden olmaktadir (Boyali,
2009). NO araciligiyla olusan DNA hasari ¢ekirdek i¢inde poli (ADP-riboz) polimeraz
aktivasyonuna neden olur. NAD tlkenir ve bunun sonucunda hicre 6limdine yol acabilir.
Ayrica asirt NO iretilmesinin enzimlerin aktivitelerini inhibe ettigi, antioksidanlarin
azalmasina sebebiyet verdigi, lipid peroksidasyonunu indiikledigi ve DNA’da

mutasyonlara sebep oldugu bilinmektedir (Keser, 2005).

2.2.3. Superoksit radikali (O;")

Superoksit anyonu molekiiler oksijenin bir elekron alarak indirgenmesi sonucu olusur ve
oksijenden kaynaklanan radikallerin igerisinde en ¢ok ve en kolay olusan olmasinin
yaninda diger radikallerin de olusmasina sebep olan radikaldir (Gorgu, 2011). Superoksitin
baslattig1 bir reaksiyon sonucu hidroksil radikali ortaya ¢ikmaktadir. Bu hidroksil radikali
komsu oldugu her biyolojik molekiilden bir elektron ¢ekip alabilecek kadar giiglii oldugu
icin proteinlere zarar verebilmekte, DNA zincirinde kirilmalara sebep olabilmekte ve lipid

peroksidasyonunu baslatabilmektedir. Bir hidroksil radikali ve molekiiler oksijen bir
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poliansature yag asidi ile reaksiyona girerek yapisini ve fonksiyonel biitiinligiini
bozabilmektedir. Bu yag asidi bir bagska yag asidi ile reaksiyona girebilmekte ve bu
surecte bir lipid hidroperoksitine doniismektedir. Bunun sonucunda bir tek serbest
radikalin baslattig1 reaksiyon yayilarak bircok yag asidi peroksil radikallerinin ortaya
¢ikmasina sebep olmaktadir. Bu peroksil radikalleri de diger lipitler, proteinler, niikleik asit
molekdlleri ile reaksiyona girmektedir ve elektron transferleri ¢ok yayilabilmektedir. Yag
asiti peroksit molekiilleri kirilabilir, malondialdehit gibi dialdehitler ortaya ¢ikabilir ve
boylece bunlar ¢esitli molekiiller arasinda ¢apraz baglanmalara neden olarak
sitotoksisiteye, mutajenlige, hiicre membran1 kirilmalarina, enzim aktivitelerinin

degismesine neden olabilir (Bakkaloglu, 2007).

Stiperoksit radikali ayrica mikrozomal ve mitokondriyal elektron tagima sistemler iginde
yer alan hiicresel yollarda olusturulmaktadir ve hem oksitleyici hem de indirgeyicidir.
Stiperoksit radikali oksijenin suya indirgenmesiyle olusur ve bunu mitokondri dort elektron
zincir reaksiyonu kullanarak gergeklestirir. Mitokondri zincir reaksiyonlarindan c¢ikan
elektronlarin bazilar1 oksijenle tepkimeye girerek siiperoksit anyonunu olusturur (Keser,
2005). Superoksit radikali protonlanarak oksidan perhidroksi radikalini (HOy') olusturur.
Stiperoksit radikali ile perhidroksi radikali etkilesince bunlardan biri ytlikseltgenir digeri ise
indirgenir ve bu reaksiyon sonrasinda molekiiler oksijen ve hidrojen peroksit meydana

gelir (Altas, 2009).

Stiperoksit radikali Fenton ve Haber Weiss reaksiyonlar1 olarak bilinen reaksiyonlar
sonucunda hidroksil radikaline doniisiir (GOrgu, 2011). Bu reaksiyonlarda hidrojen
peroksitin indirgenmesi sonucunda hidroksil radikali agiga ¢ikar. Bu reaksiyonlar Fenton
ve Haber-Weiss reaksiyonlari olarak adlandirilir (Dursun, 2001).

Bu tepkimeler asagida gosterilmistir:

Fenton reaksiyonlari:
H,0, +Fe”* ———» OH*+OH"Fe*

H,0,+Cu® —— »OH°*"OH" Cu*

Haber-Weiss reaksiyonu:

H+
H,O, + Oz._ —»» OH*+ O, + H,0 (DUfSUﬂ, 2001)
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Hidroksil radikali ise son derece etkilidir. Bundan dolay1 siiperoksit radikalinin bulundugu
ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bunun igin, siiperoksit dismutaz enzimi Onemli bir
gorev alir. Siiperoksit dismutaz enzimi bu radikali zayif etkili indirgeyici bir bilesik olan
hidrojen peroksite (H,O;) dontistiiriir. Fakat ayn1 reaksiyonlar ile (Fenton ve Haber Weiss)
hidrojen peroksit (H,O;) molekiilii de tekrar hidroksil radikaline doniisebilmektedir
(Gorgu, 2011).

2.2.4. Hidroksil radikali (OH)

Oksijen radikalleri igerisinde yar1 dmrii en kisa olanidir ve bundan dolayr en reaktif
radikaldir. En reaktif olmasindan dolay1 en toksik radikal oldugu i¢in en yakin hedefleri
bile kaynagindan ¢ok fazla uzaklagsmadan etkilemektedir (Boyali, 2009). Hidroksil
radikalinin en 6nemli 6zelligi serbest radikal zincir reaksiyonunu baslatabilmesi ve canli
hicrelerdeki buttin molekullerle reaksiyona girerek okside olabilmesidir. Boylece lipid
peroksidasyonunu baglatmakta ve DNA ayrilmasi, DNA-protein c¢apraz baglanmasi,
purinlerin oksidasyonu gibi ciddi hasarlar vermektedir. Eger DNA onarim sistemi hemen
DNA’y1 rejenere edemezse mutasyonla sonuglanmaktadir (Altas, 2009). Hidroksil
radikali (OH) ve superoksit radikali (O,”) sitoplazma, mitokondri, nukleus ve endoplazmik
retikulum membranlarinda lipit peroksidasyonunu baslatarak membran permeabilitesini
artirirlar. Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein, siilfidril gruplar1 ve diger
aminoasit kalintilar1 okside olur ve yikilir. Ayrica niikleer ve mitokondriyal DNA da

okside olur (Kiral, 2012).

2.2.5. Hidrojen peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit, stiperoksitin enzimatik ve enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri
sonucu ya da oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ile olusmaktadir.
Hidrojen peroksit bir serbest radikal degildir ancak Fe?* veya diger gecis metallerinin
varliginda Fenton reaksiyonu sonucu; siiperoksit radikali varliginda ise Haber-Weiss
reaksiyonu sonucu hidroksil radikalini olusturdugu i¢in (OH) ROS kapsamina girmektedir

ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli rol almaktadir (Altas, 2009).

Hidrojen peroksit hiicreler iizerinde toksik etkilere sahiptir. Hidrojen peroksitin ¢ok diisiik

konsantrasyonlarinda bile DNA harabiyeti gelisir. DNA harabiyeti, membran yikimi ve
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kalsiyum iyon salinimi ile hiicre icerisinde kalsiyuma bagimli proteaz ve niikleazlarin
aktivasyonu hicre (zerindeki etkilerine 6rnek verilebilir (Pehlivan ve Uzun, 2015).
Hidrojen peroksitin biitiin elektronlar1 ¢iftlesmis oldugu igin kendisi radikal olmayan
kiigiik, yiiksiiz bir molekiildiir. Ancak demir, bakir, mangan gibi gec¢is metalleri ile
etkileserek yiiksek reaktiviteli hidroksil radikalini olusturabilir (Boyali, 2009). Hidrojen
peroksit DNA hasarint hidroksil radikali ile gergeklestirir. Diger Onemli gorevi ise

intraseliiler sinyal molekiilii olarak gorev yapmasidir (Gorgi, 2011).

2.2.6. Singlet oksijen (*0y)

Molekdler oksijen radikal oksijen olarak nitelendirilir ve radikal molekiiler oksijen diger
serbest radikallerle radikal olmayan maddelere gére daha kolay reaksiyona girmektedir.
Singlet oksijen ise radikal oksijenin elektronlarindan birinin enerji almasiyla kendi spininin
ters yoniinde baska bir orbitale yer degistirmesiyle olusur ve singlet oksijenin delta ve
sigma olmak Uzere iki sekli vardir. Oksijenin paylasilmamis dig elektronlarini degistirerek
aynm veya farkli orbitallere degisebilmektedir ve DNA, RNA, lipitler ve proteinlerle

reaksiyona girerek hiicreye zarar vermektedir (Nakag, 2010).

2.2.7. 0zon

Ozon, atmosferde solar radyasyona kars1 global bir antioksidan gorevi yapmaktadir ancak
yerylzl seviyesinde oldukga toksiktir ve okside olabilen bir kirleticidir. Ozon, bazi
fotokopi makinelerinde ve bilimsel ekipmanlarda kullanilan siddetli 11k kaynagi ile
olusarak sehir havasini kirletmektedir. Bu molekiil akcigerdeki lipitleri, cabuk okside olan

proteinleri ve DNA’y1 asir1 derecede zedeleyerek hasara neden olmaktadir (Dogan, 2007).

2.2.8. Egzersiz ve serbest radikaller

Diizenli yapilan antrenmanlar antioksidan savunma mekanizmasin1 diizenlemekte ve
yenilemektedir. Bundan dolay1 antrenmansiz kisilerde hiicre hasar1 daha ¢ok olmaktadir.
Bunda egzersiz tipi, siiresi ve siddeti lipid peroksidasyonunda Onemlidir. Egzersiz,
oksidatif stres olusturarak ROS ve antioksidanlar arasindaki dengenin ROS tarafina
kaymasina baglh olarak dengesizlik olusturmaktadir. Egzersiz sirasinda oksijen iiretimi

artmaktadir ve bu da serbest radikal olusumunu artirmaktadir. Egzersiz sirasinda oksijenin
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kismi iiretimi azalir ve bunun sonucunda siiperoksitler, hidroksil radikaller ve hidrojen
peroksit gibi metabolik ara {riinleri olusturmaktadir. Bu da serbest radikal olusumuna
neden olmaktadir. Yine egzersiz sirasinda olusturulan laktik asit hidroksile ¢evrilebilmekte

ve hasar olusturabilmektedir (Nakag, 2010).

2.3. Serbest Radikallerin Olusturdugu Oksidatif Hasar

Serbest radikaller kisa Omiirlii, kararsiz ve bundan dolay1 etrafindaki molekiillerle
etkilesime girerek elektron alip bir an 6nce kararli hale ulasmak isteyen, molekiil agirlig
diisiik molekiillerdir. Viicudun islevini yerine getirebilmesi ve korunabilmesi i¢in serbest
radikallere gereksinim vardir. Serbest radikaller viicudu saran organizmalar1 yok ederek
viicudun direncini artirirlar. Ancak fazla iretildiklerinde metabolik hasara neden
olmaktadirlar. Serbest radikallerin hiicrelerde protein, lipit, karbonhidrat ve niikleik asitler

tizerinde onemli etkileri vardir (Kalayci, 2009).

2.3.1. Proteinler Uzerine etkisi

Serbest radikaller peptit baglarni, prolin ve lizin gibi aminoasitleri oldukca kolay
etkilerler. Daha ¢ok siilfiir igeren aminoasitler ve bazi diger aminoasitler ile reaksiyona
girerek enzimlerin aktivitelerini degistirir ve islev gormeyen proteinlerin olusmasina neden
olurlar. Proteinler hiicrelerin yap1 ve fonksiyonlarini yerine getirmede gorev alan ¢ok
onemli makromolekiillerdir. Oksidasyon sonucu proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilari
ve Ozellikle enzim ve reseptor fonksiyonuna sahip olan membran proteinlerinin
fonksiyonlar1 bozulmaktadir. Ayrica serbest radikaller capraz baglanmalara yol acarak
proteinlerin yapr ve fonksiyonlarini bozar ve hiicrelerin bu islevleri yerine getirmesine
engel olurlar. Bunlarin disinda protein oksidasyonunun biyokimyasal sonuclari; proteaz
inhibitdr aktivitesinin kaybi, proteolize artmis/azalmis yatkinlik, protein agregasyonu, gen
transkripsiyonundaki degisimler, reseptor vasitasiyla endositozun bozulmasi, immiinojen

aktivitedeki artistir (Boyali, 2009; Altas, 2009).

2.3.2. Karbonhidratlar Gizerine etkisi

Glukoz, mannoz ve deoksi sekerler fizyolojik sartlarda otooksidasyona ugrarlar ve bunun

sonucunda superoksit ile hidrojen peroksiti meydana getirirler. Monosakkaritlerin
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otooksidasyonu protein c¢apraz baglanmalarina yol acarak agrege olmalarina sebep
olmaktadir. Ayrica bazal membran kalinlasmasina ve sonugta katarakt, mikroanjiopati
gelisimine de neden olduklar1 ileri stiriilmektedir (Tekkes, 2006). Monosakkaritlerin
otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehidler olusur (Altas,
2009). Aciga cikan okzoaldehitler proteinlere baglanabilme 6zelliklerinden dolay1
antimitotik etki gostererek etkili olmakta ve bu olaylar kanser ve yaslanmaya neden
olabilmektedir. Ayrica bunlar ¢esitli patolojik siireglerde de etki gostermektedirler (Kiral,
2012). Bunlarin disinda diyabet komplikasyonlarinin gelisimi, hipertansiyon, koroner kalp
hastaligi, behget hastaligi, romatoit artrit ve kanser gibi bircok hastalikta ve yaglilikta
serbest radikal iiretiminin arttig1, antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu

gosterilmistir (Aydin, 2011).

2.3.3. Lipitler Gzerine etkisi (lipid peroksidasyonu)

Lipitler, serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir ve hiicre
membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girebilmektedir. Bunun sonucunda peroksidasyon urunleri
olusmaktadir. Lipid peroksidasyonu membran fosfolipidlerindeki doymamis yag asitlerinin
oksidasyonlarina neden olarak membran lipit yapisini degistirir ve boylece hiicre yap1 ve
fonksiyonlar1 bozulur. Hiicre membranlarinin oksijen radikallerine maruz kalmas ile lipid
peroksidasyon reaksiyonlari uyarilir. Doymamis yag asitleri peroksidasyona 0Ozellikle
hassastir. Lipid peroksidasyonunun baslamasi, organizmada olusan kuvvetli bir radikal
etkisiyle, doymamis yag asidi zincirindeki a-metilen karbonundan bir hidrojen atomunun
uzaklasmasi ile gerceklesir. Hidrojen molekiiliiniin ayrilmasi, ayrildig1 yag asidi zincirinin
radikallesmesine neden olur ve olusan lipit radikali dayaniksiz bir yapiya sahip olmasi
sebebiyle spontan degisiklige ugrar. Lipit radikalinin molekiler oksijen ile reaksiyona
girmesi sonucunda bir lipid peroksit radikali (LOO.) olusur ve olusan bu radikaller de
membran yapisindaki diger doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin
olusmasma neden olur. Nonenzimatik lipid peroksidasyonu c¢ok zararli zincirleme bir
reaksiyon oldugundan direkt olarak membran yapisina ve {irettigi reaktif aldehitlerle
indirekt olarak diger hiicre bilesenlerine zarar vermektedir. Bunun sonucunda, doku
hasarima ve bircok hastalifa neden olmaktadir. Aldehitler ise en toksik iirtinlerdir.
Malondialdehit (MDA) ve lipid peroksidasyonunun diger son iiriinleri nispeten stabil

olmalar1 nedeniyle hiicrelerin daha uzak bdliimlerine ya da diger hiicrelere ulasabilmekte
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ve lipid peroksidasyonu direkt olarak peroksidatif hasara maruz kalmayan dokulara da

ulasarak zarar verebilmektedir (Kiral, 2012).

Lipid peroksidasyonu sirasinda yiizey reseptorleri inhibe olur ve hiicrenin hormonal
uyarilara cevap vermesi giiclesir. Bu siiregteki reaksiyonlar membranin anotomik
biitiinliiglinli bozarak veya toksik bilesikler olusturarak hiicre hasarina neden olmaktadir
(Gorgu, 2011; Nakag, 2010). Oksidatif stresin artmasi ve normal hiicrelerin yaslanmasina
ilave olarak olgunlasmamis hiicrelerin de erken yaslanmasina sebep olur. Lipid
peroksidasyonu kimyasal bir olaydir ve serbest radikaller tarafindan baglatilarak hiicre
membranlarindaki c¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olmaktadir.
Bunun sonucunda transport sistemi etkilenerek hiicre i¢i ve hiicre dist iyon dengeleri
bozulur. Ornegin hiicre igi kalsiyum konsantrasyonunun artmasina bagli olarak proteazlar

aktive olur ve hiicrede hasar olusur (Boyali, 2009).

Lipid peroksidasyonu-antioksidan dengesi hayatin her evresinde oldugu gibi hamilelik
doneminde de annenin ve fetiisiin fizyolojik fonksiyonlarimi siirdiirebilmesi i¢in oldukca
onemlidir. Hamilelik boyunca artan plasental lipoperoksidatif aktivite plasentaya ve fetiise
olumsuz etkiler yapmaktadir. Bu yiizden antioksidan savunma sisteminin devreye girip
girmemesi olduk¢a Onemlidir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, lipid
peroksidasyonundaki yiikselmeye karsin antioksidan sistemin devreye girmedigi
durumlarda eksojen vitamin takviyesinin gerekebilecegi belirtilmistir ve boyle bir durumda
hem annenin hem de fetiisiin hayati i¢in koruyucu rol oynayabilecegi belirtilmektedir

(Berkoz ve Yalin, 2009).

Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincirleme bir reaksiyon seklinde devam
ettigi i¢in olduk¢a Onemlidir. Lipid peroksidasyonu oksidatif stres ile olusan hiicre
Olimiinden sorumlu tutulmaktadir. Bu siire¢, lipit molekiilinde bulunan metilen
gruplarindan bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasiyla baglamakta ve boylece lipit radikali
olusmaktadir. Bir sonraki adimda ise olusan bu radikal oksijen ile reaksiyona girerek lipid
peroksitlerini veya lipid hidroperoksitlerini olusturmaktadir. Olusan bu lipid peroksit
radikali de diger molekiillerle (protein, lipit, serbest radikal gibi) cesitli zincirleme

reaksiyonlar1 araciligiyla strekli yeni radikaller tretmektedir (Nakag, 2010).
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2.3.4. Nukleik asitler ve DNA Uzerine etkisi

Stabil bir molekdl olan DNA da lipitler, karbonhidratlar ve proteinler gibi oksidatif hasara
ugramaktadir. ROS olusumundaki artig, antioksidan enzim diizeylerindeki azalma ve/veya
DNA onarim mekanizmalarinda defekt olmasi sebebiyle oksidatif DNA hasar1 artmakta ve
buna bagli olarak DNA’da, tek ve cift dal kiriklari, abazik alanlar, baz modifikasyonlar1
(baz katilimi, bazlarda yeniden diizenlenme), seker hasar1 meydana gelmektedir. Bunlara
ilave olarak, DNA ile protein arasinda ¢apraz baglanma olusabilmektedir. Bu lezyonlardan
bazilari, 6rnegin piirin kaybr ile apiirinik alanlarin olusmasi gibi fizyolojik kosullarda da
olusabilmektedir ve insan genomunda giin i¢cinde 104 kez meydana gelmektedir. Oksidatif
modifikasyon sonucunda DNA antijenik karakter kazanir ve anti DNA antikorlar1 olusur
(Dogan, 2007). Serbest radikallerin etkisi ile DNA’nin yapisinda yapisal degisimler
meydana gelir. Bu yapisal degisimlere 6rnek olarak zincir kirilmalari, sakkarit halkalarinda
kopmalar sonucu olusan mutasyonlar, proteosentezde inhibisyon, purin ve pirimidin
bazlarinda pargalanma, bazlardaki modifikasyonlara bagli olarak olusan translasyon

hatalar1 ve DNA denaturasyonu verilebilir (Boyali, 2009).

2.4. Antioksidanlar

Antioksidanlar organizmada serbest radikallerin zararli etkilerini (oksidatif hasari)
sinirlamak, kismen tamir etmek ya da 6nlemek i¢in olusturulan savunma sistemleri olarak
adlandirilmaktadir. Antioksidanlar etkilerini serbest radikal olusumunu engelleme ve
olusan serbest radikalerin zararl etkisini 6nleme olmak iizere iki sekilde gostermektedirler.
Bunlardan serbest radikal olusumunu engellemesini, oksijeni uzaklastirarak veya
konsantrasyonunu azaltarak yada reaktif tiirevleri uzaklastirarak gerceklestirirken; olusan
serbest radikallerin zararli etkisini dnlemeyi ise bastirici, onarici, toplayict ve zincir kirici

etkisiyle gergeklestirmektedirler (Nakag, 2010; Avct, 2007).

Antioksidanlar viicudu serbest radikallerden ve ROS etkilerinden koruyarak birgok kronik
hastaligin olugsmasimi geciktirir ya da onlerler (Altas, 2009). Serbest radikaller stabil
degildirler ¢linkii negatif yiiklii elektron sayilari, nukleustaki pozitif yiiklii proton sayist ile
esit degildir. Ayrica serbest radikaller elektron konfiglirasyonlarimi pozitif yiikle
yiiklemeleri gerektigi icin ¢ok reaktiftirler (Nakag, 2010). Serbest radikaller lipitler,

proteinler, niikleik asitler veya DNA’y1 okside edebilmektedir. Flavonoidler, polifenol ve
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fenolik asit gibi antioksidanlar serbest radikalleri etkisiz hale getirmektedir.
Antioksidanlar, birincil ve ikincil antioksidanlar olmak {lizere mekanizmalarina gore ikiye
ayrilmaktadir. Birincil antioksidanlar; mevcut radikallerle reaksiyona girerler ve bunlarin
daha zararli formlara doniismelerini Onlerler. Boylece yeni serbest radikal olusumunu
Onlemis olurlar. Birincil antioksidanlara Ornek olarak siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatiyon peroksidaz (GSHPx) ve katalaz gibi enzim sistemleri verilebilir. Bu 6nemli
enzim sistemleri ile serbest radikaller yok edilir. Bu enzimler serbest radikallerin DNA,
proteinler ve lipidler gibi hiicresel bilesenlere zarar vermesini genelde sinirlandirirlar ve
serbest radikallerin bir hiicresel bolgeden digerine gegisini onlerler. ikincil antioksidanlar
etkilerini genellikle reaktif oksijen tiirlerine proton ilave edip aktivite kayiplarina neden
olarak gosterirler (bastirici etki). Yani ikincil antioksidanlar oksijen radikalini yakalar ve
radikal zincir reaksiyonlarini kirarlar. Ayrica serbest radikal ve oksidan siipiiriicii
etkileriyle de okside olur ve bilesikleri koruyarak bazi antioksidanlarin rejenere edilmesini
saglamaktadirlar. Ornegin askorbik asit, E vitamininin yapisim korur ve bu vitaminin
antioksidan etki gdstermesine yardimci olur. Ikincil antioksidanlara 6rnek olarak C
vitamini, E vitamini, {irik asit, bilurubin ve polifenoller gibi bilesikler verilebilir (Avci,

2007; Cetinkaya, 2013).

Antioksidan maddelerin isleyis mekanizmalar1 radikalik zincir reaksiyon mekanizmasi ile
gerceklesmektedir. Bu zincir reaksiyon mekanizmasinda, enerji emilimi ile aktive olan
madde okside olmakta (oksijen ile birleserek) ve aktif peroksit molekiillerini
olusturmaktadir. Olusan bu peroksit molekiilleri enerjilerini maddenin okside olabilen
baska molekiillerine aktarmakta ve otooksidasyon bodylece devam etmektedir.
Antioksidanlarin gdrevi bu enerjinin bagka molekiillere aktarilmasina engel olmak ve

otooksidasyona ugrayan birgok molekiilii oksidasyondan kurtarmaktir (Mortas, 2012).

Gunumuzde kullanilan antioksidanlarin ¢ogu sentetik olarak iiretilmekte ve bunlarin
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Biitillenmis hidroksi toluen (BHT), tersiyer butil hidrokinon
(TBHQ), bdtillenmis hidroksi anisol (BHA) ve etoksiguin gidalarda kullanilan sentetik
antioksidanlara O6rnek olarak verilebilir. Ancak sentetik antioksidanlarin kanserojenik
oldugu diistintildiigiinden dogal antioksidanlara ilgi artmaktadir. Bitkiler potansiyel dogal
antioksidan kaynagidir. Flavonoidler, karotenoidler, folik asit, askorbik asit, sinnamik asit,
tokoflavonoid, benzoik asit, tokoferol ve tokotrienoller bitkiler tarafindan uretilen

antioksidanlar arasindadir. Bu fitokimyasal maddelerin serbest radikallerden koruma
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aktiviteleri, DNA hasarin1 6nlemede, kétu huylu kolesterol (LDL)’un oksidasyonu ve
apoptozisi indiiklemede 6nemli olan bilesiklerdir (Kus, 2012; Cetinkaya, 2013). Serbest
radikaller ile antioksidanlar arasindaki denge bozularak serbest radikaller lehine
gelistiginde hiicre hasarina kadar dayanan patolojik degisiklikler meydana gelmektedir.
Antioksidan savunma mekanizmalari, SOR’nin fizyolojik seviyesi/reaktivitesini
detoksifikasyon savunma mekanizmalar1 ile oldukca hassas bir sekilde dengelerler.
Organizmanin saglikli bir yasam siirdiirebilmesi i¢in prooksidan-antioksidan dengesinin
saglanmas1 ve korunmasi oldukc¢a 6nemli ve gereklidir. Organizma oksijenle siirekli temas
halinde oldugundan serbest radikal olusumu da kaginilmazdir. Serbest oksijen radikali
olusumunu artiran faktorler endojen ve ekzojen faktorler olmak {tizere iki sekilde
siniflandirilmaktadir (GOrgii, 2011). Metabolizmada endojen kaynakli birgok reaktif
oksijen turi ve serbest radikaller olusmakta ve bunlarin elektron transferi, enerji tiretimi
hiicrelerarasi iletisimi saglama gibi birgok metabolik islevde organizma icin olumlu
etkilerinin oldugu bilinmektedir. Serbest radikaller baslica mitokondride iiretilirler ve
fagositik bir hiicre uyartya maruz kaldiginda biyolojik hedefleri yok etmek icin
olusturulurlar. Eger zincir reaksiyonu kontrolsiiz bir artis gosterirse hiicrede hasarlara
neden olur ve bu reaktif oksijen tiirli ve serbest radikallerin asir1 miktarda olugmasi
oksidatif stres, erken yaslanma, doku hasari, kronik hastaliklar (ateroskleroz, kanser,
iskemi-reperfiizyon hasari gibi), hiicre fonksiyonlarinin bozulmasi ve biyokimyasal
molekdllerinin bozulmasi ile birlikte birgok patolojik rahatsizliklarin olusmasi gibi endojen
kaynakli radikallerin olusumuna  neden olur. Antioksidan molekdller, oksidan
molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma sistemleri ile
etkisiz hale getirmektedirler. Hiicre i¢i savunmada serbest radikal toplayici enzimler rol
alirken, hiicre dis1 savunmada alblimin, bilirubin, seruloplazmin, iirik asit, transferin gibi
molekiiller rol almaktadir. Hemoglobin, seruloplazmin ve agir mineraller antioksidan
etkilerini zincir kirici etki adi verilen etkileriyle de gosterirler (Nakag, 2010). Serbest
oksijen radikali olusumuna neden olan eksojen kaynakli etmenlere kimyasal maddelere
maruz kalma, bazi enzimatik reaksiyonlar, UV isinlari, yanlis ve yetersiz beslenme (diisiik
antioksidan ve fazla yag alimi), yiyeceklerin uygun olmayan ortam ve kosullarda
hazirlanmasi, sigara, alkol, hava kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, nitrofurantoin,
bleomisin, doksorubisin ve adriamisin gibi antineoplastik ajanlar, pestisitler, karbon
tetraklorlr, parasetamol gibi ilag toksisiteleri, ksenobiyotikler ve kanserojen maddeler

ornek verilebilir (Tazeoglu, 2011).
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Viicut endojen antioksidanlarin yetmedigi durumlarda fenolik bilesikler, karatenoidler,
glutatyon (GSH), Urik asit (Urat), bilirubin, melatonin, seruloplazmin, transferin, ferritin, C
ve E vitaminleri gibi ekzojen antioksidanlara ihtiya¢ duymaktadir. Lignoseliilozik
materyallerden elde edilen fenolikler, dogal antioksidan 6zellikleriyle gida katki maddesi
olarak, saglik alaninda ve kozmetik iiriinlerinde kullanilabilmektedir. Fenolik bilesikler,
sekonder aromatik bilesiklerdir ve serbest radikalleri baglamak, lipoksigenaz enzimini
inaktive etmek ve metallerle selat olusturmak suretiyle antioksidan etkilerini
gostermektedirler. Bu bilesikler antialerjik, antimikrobiyal, antienflamatuar, antidiyabetik,
antipatojenik, antiviral ve antitrombotik etkiye sahip olup ayni zamanda kalp hastaliklari,
Alzheimer, kanser ve katarakt gibi goz hastaliklarini engelledigi goriilmiistiir. Antioksidan

maddeler ayn1 zamanda cilt sagligi a¢isindan da 6nemli etkiye sahiptirler (Sensoy, 2006).

2.5. Yapilarina Gore Antioksidanlar

Viicudun trettigi serbest radikallere (oksidanlara) karsi, etkinligi antioksidan maddeler
tarafindan saglanan ve savunma mekanizmasi olarak gdrev yapmakta olan bir enzim
sistemi bulunmaktadir (Sensoy, 2006). Antioksidanlar yapilarina goére enzim karakterli

olanlar ve enzim karakterli olmayanlar olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.

2.5.1. Enzimatik antioksidanlar

Organizmalar serbest radikallerin zararli etkilerini 6nlemek igin superoksid dismutaz
(SOD), katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon rediktaz (GSH-Rd),
glukoz 6 fosfat dehidrogenaz (G6PD), paraoksonaz (PON), sitokrom-C-oksidaz,
hidroksiperoksidaz gibi enzimleri iceren endojen kaynakli savunma mekanizmalarina
sahiptir. Boylece bu enzimler sayesinde canlilardaki serbest radikaller nétralize edilerek
canlilarin serbest radikallerden etkilenmeleri 6nlenmekte ve oksidan/antioksidan dengesi

saglanmaktadir (Pehlivan ve Uzun, 2015).

Siiperoksit dismutaz (SOD)

1968’lerde SOD olarak gosterilen ve siliperoksit dismutaz adi verilen bir enzimin
taninmasiyla birlikte reaktif oksijen metabolitleri yogun ilgi ¢ekmeye baslamistir.

Antioksidan mekanizmalar, reaktif oksijen metabolitlerinin toksik etkilerini engellemek
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amact ile c¢aligmaktadirlar. SOD enzimi bunlardan en Onemlisidir ve siiperoksit
radikallerini ortamdan uzaklastirmakta gorev alir. Oksijen molekiiliine bir elektron
eklenmesiyle siiperoksit radikali olusur (O2 7). Bu radikalin ortadan kaldirilmasi siiperoksit
dismutaz adi verilen enzim ile gerceklestirilmektedir. Bu reaksiyon sonucunda bir
sliperoksit radikali oksijene yiikseltgenir ve baska bir siiperoksit radikali hidrojen peroksite
(H207) indirgenir (Pehlivan ve Uzun, 2015). Reaksiyon asagidaki sekilde
ger¢eklesmektedir:

SOD
20,7+ 2H" —»H,0,+ 0O, (Akyuz, 2006)

Katalaz (CAT)

Katalaz enzimi esas olarak peroksizomlarda bulunmaktadir. Bunun disinda daha az
konsantrasyonlarda olmak (zere sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur. CAT,
lipitlerin B-oksidasyonunda ve solunumda uretilen H,0,’yi temizleyerek, slperoksit
dismutaz ve glutatyon peroksidaz ile birlikte hiicre icerisinde olusan reaktif oksijen
metabolitlerini degisime ugratir ve hiicre digina atar (Keser, 2005). Boylece bu bilesikler,
antioksidan savunmanin baslamasinda ilk basamag1 olustururlar ( Pehlivan ve Uzun, 2015).
Katalaz hiicrede olusan hidrojen peroksitin daha etkili radikal olan hidroksil serbest

radikaline doniismesini engeller (Kiral, 2012). Reaksiyon asagidaki sekilde gergeklesir:

2H,0, _ CAT . 2HO,+ O, ( Akyiiz, 2006)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz; hidrogen peroksit, lipit hidroperoksitleri ve peroksinitril olmak
Uzere Ug¢ reaktif tir ile ilgili detoksifikasyon aktivitesine sahiptir (Altas, 2009).

Sitozol ve mitokondride yer alan bu enzim, rediikte glutatyonun okside glutatyona
doniistiigii reaksiyonda hidrojen peroksiti kullanarak bu serbest radikalin hiicre igerisinde
birikimine engel olur. Fosfolipit hidroperoksit glutatyon peroksidaz enzimi vitamin E
yetersiz oldugunda membrani peroksidasyona karsi korur ve eritrositlerde oksidatif strese
karst etkilidir (Pehlivan ve Uzun, 2015; Kiral, 2012). Enzim tarafindan gergeklestirilen
reaksiyonlar asagidaki gibidir:
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GSG-Px
H,0; + 2GSH —» GSSG + 2H0

GSH-Px
ROOH — 2GSH » GSSG + ROH + H20 (Akylz, 2006)

Glutatyon rediktaz

Glutatyon rediiktaz, hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonun
(GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH)’a doniisiimiinde rol almaktadir (Kiral, 2012).
Reaksiyon asagidaki sekilde gerceklesmektedir:

GSSGR

GSSG + NADPH + H* 2GSH + NADP* (Akyiiz, 2006)

v

Glutatyon S-transferazlar

Glutatyon S-transferazlar lipid peroksitlerine karsi bir antioksidan savunma mekanizmasi
olustururlar. GST’lar, katalitik ve katalitik olmayan bir¢cok fonksiyona sahiptir. Bu
enzimler detoksifikasyon yaparlar, ayrica hiicre i¢i baglayici1 ve tasiyici gorevleri vardir.
GST'lar, karacigerde reaktif ara {iriinlere doniistiiriilen yabanci maddelerin daha az reaktif

konjugatlara doniisiimiinii katalize ederler (Kiral, 2012).

Mitokondrivyal sitokrom oksidaz

Solunum zincirinin son enzimidir ve stiperoksit radikalini detoksifiye eder ( Kiral, 2012)

2.5.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Askorbik asit (C vitamini)

Vitamin C, kan ve plazmada serbest radikallere karsi ilk savunmay1 saglar ve lipit
peroksidasyonunu engeller. Ayrica vitamin E’nin rejenerasyonunu saglayarak antioksidan

etkinligini artirir.  Hidroksil radikal gidericidir ve tokoferolli indirger ve kollagen
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sentezinde lizin ve prolinin hidroksilasyonu icin gereklidir (Dervis, 2011; Aydemir ve Sari,
2009). Fizyolojik faaliyetlerin yerine getirilmesinde oldukg¢a 6nemli olan askorbik asit
insanlarda sentezlenemez, bunun i¢in digsaridan alinmasi gerekir. Bu vitamin; kollajen
sentezinde, karnitin liretiminde, tirozin yikilim reaksiyonlarinda, safra asidi olusumunda,
demir emiliminde, steroid bilesiklerin sentezinde ve antioksidan mekanizmalarinda
oldukca gerekli ve Onemlidir. E vitamini yapi itibariyle basit bir vitamindir. Suda
¢Oziinebilir, ince bagirsaktan kolayca emilir, kanda ve hiicre dis1 sivisinda serbest halde
bulunur. Ayrica ¢ogu doku ve plazmada askorbat seklinde bulunur ve 1siyla ya da hava

basinciyla kolayca pargalanabilen bir vitamindir (Doganay, 2014).

Karotenoidler

Karotenoitler, yagda ¢oziinebilen ve hem bitkileri hem de hayvanlari oksidatif hasara karsi
koruyan ¢ozlnebilir molekullerdir. Bitki karotenoitleri kloroplastlarda ve kromoplastlarda
isopentenil difosfattan meydana gelir ve kloroplastlarda 1sik toplama o6zelligine sahip
yardimcr pigmentlerdir (Keser, 2005). Karotenoidler; hidroksil, superoksit ve peroksil
radikalleri ile etkilesime girerler ve yapilarindaki ¢ift baglarin eslesmemis elektronlara
baglanmasiyla antioksidan etkilerini gosterirler. Yiiksek konsantrasyonlari ise, lipitleri

peroksidasyondan korur (Dervis, 2011; Ozel ve Birdane, 2014).

Vitamin E (o-Tokoferol)

Tokoferoller, baslica bitkisel iirlinlerde mevcut iken hayvansal organizmalar c¢ok az
miktarda tokoferol icermektedir. Ozellikle bitkisel yaglarda, baklagillerde, yesil yaprakli
sebzelerde, siit, yumurta, findik ve cevizde bulunurlar. Tokoferollerin kimyasal yapilari
birbirine benzemesine ragmen biyolojik etkileri oldukga farklidir. Bunlardan ‘E-vitamini’
denildiginde a-tokoferol anlasilir ve 3 metil grubu tasiyan a-tokoferol vitamin olarak en
etkili olanidir. Tokoferollerden B ve y tokoferoller, o izomerinin yaris1 kadar etkilidir. &
izomeri ise ancak yiizde biri kadar etkilidir. Tokoferoller, monofenolik yapidaki dogal
antioksidanlardir ve dogada 7 farkli izomer yapisina sahiptirler (Apak, 2012). E
vitamininin en aktif formu a-tokoferoldlr. Tokoferoller, antioksidatif aktivitelerini
hidroksil grubunun hidrojenini lipid peroksil radikaline vererek gostermektedirler. Ayni
zamanda o-tokoferollin hidroperoksitlerin dekompozisyonunu yavaslattiklart ve oksidatif

kararliligr artirmada ve sicaklik arttikca oksidasyon hizini azaltmada etkili olduklar
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bildirilmistir. Tokoferoller 1siya karst oldukca dayaniklidirlar. Oksidatif stabiliteyi
artirmada etkili olan bu bilesiklerin sicaklik arttikga oksidasyon hizin1 azalttiklar:

bildirilmistir (Dursun, 2001; Simsekli, 2010 ).

E vitamini mitokondri ve mikrozomlar gibi zarli yapilarda ve miyokard membranlarda
oldukca fazla miktarda bulunmaktadir. En 6nemli depo yeri yag dokusudur. E vitamini
lipid peroksidasyonuna karst C vitamini ile birlikte ¢alisarak E vitamininin
rejencrasyonunu saglar ve membran yag asitlerini lipid peroksidasyonundan korur
(Doganay, 2014; Dervis, 2011). Bu vitamin, zincir kirici antioksidan olarak gorev yapar ve
serbest radikalleri etkisiz hale getirir. E vitamini ¢ok gugclu bir antioksidan maddedir ve bu
sayede hicresel membran fosfolipitlerinde ¢oklu doymamis yag asitlerini serbest
radikallerin etkisinden korur. Ayrica serbest radikalleri stabil hale getirerek peroksidasyon
zincirini kirar ve boylece giiclii bir serbest radikal olan singlet oksijeni daha az etkili olan

hidroksil radikaline ya da superoksit radikaline indirger (Doganay, 2014).

Polifenoller

Polifenoller insan yagsaminda gerekli olan ve fitokimyasallarin en genis kategorilerinden
birini olusturan ve bitki diinyasinin biiyiik bir kisminda mevcut olan bilesiklerdir.
Polifenoller gii¢lii antioksidanlardir ve bitki polifenolleri indirgeme araci, singlet oksijen
sondurucu ve hidrojen atom-donér antioksidanlar olarak, bazilari da metal iyonu kelatlama
ozelliklerine sahip antioksidanlar olarak gorev yapmaktadirlar. Bir polifenoliin antioksidan
olarak tarif edilebilmesi icin, polifenoliin okside olabilen substratlara oranla diisiik
konsantrasyonlarda bulundugunda, serbest radikal merkezli oksidasyonu ya da
otooksidasyonu erteleyebilmeli, geciktirebilmeli veya Onleyebilmelidir. Ayrica siipiirme
sonunda olusacak olan radikal oksidasyon zincir reaksiyonunu kesmekte kararli olmalidir (

Apak, 2012).

Polifenoller (hidroksi benzenler) insan ve hayvan diyetleri icerisinde bulunan ve 6zellikle
iki ve daha ¢ok fenol grubu igeren bitki bilesikleridir. Vitaminler ve mineraller gibi en
genis olarak gbze carpan diyet gruplaridir. Giiniimiizde 8000’den fazla polifenol tlrevli
madde bilinmektedir ve bitki yapilarinda basit fenollerden en karmasik yapiya sahip olan
tanninlere kadar genis bir yelpazede bulunmaktadirlar. Flavonoidler, polifenol yapilari

icerisinde biyolojik aktiviteleri olan en 6nemli ve yaygin olan bilesiklerdir ve bitkilere renk
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verici pigmentlere sahiptirler. Bu grupta bulunan yaklasik 5000 madde bilinmektedir.
Flavonlar, flavonollar, izoflavonoidler ve proantosiyanidinler flavonidlerin en dnemli alt
smiflaridir (Aver, 2007).

Fenolik asitler

Sinamik ve benzoik asitler olmak tizere fenolik asitler iki gruptan olusmaktadir. Sinamik
asitlerin yapis1 C6-C3 iskeletine dayanmaktadir. Kafeik asit, kumarik asit ve ferulik asit
meyvelerde en fazla goriilenleridir. Sinamik asitler meyvelerde esterlesmis halde de
bulunabilmektedirler. Benzoik asitler ise C6-C1 iskelet yapisina sahip fenolik asitlerdir.
Benzoik asit tirevleri meyvelerde genellikle ester halinde bulunurlar. Salisilik asit (2
hidroksibenzoik asit), protokatesik asit (3,4-dihidroksibenzoik asit), p hidroksibenzoik asit
(4-hidroksibenzoik asit), gallik asit (3-4-5- trihidroksibenzoik asit) ve vanilik asit (3-
metoksi-4-hidroksibenzoik asit) en onemli benzoik asit turevleridir. Hidroksisinamik
asitlerden en yaygin sekilde bulunanlar1 p-kumarik asit, sinamik asit, kafeik asit ve ferulik
asittir. Kinik asit genellikle tartarik asit gibi organik asitler ve sekerler ile esterlesmis halde
bulunmaktadir ve i¢inde en bilinen yapist klorojenik asittir. Hidroksibenzoik asitler ise
gidalarda genellikle sekerler, organik asitler ve ligninler gibi maddelerle esterlesmis halde
ve suda c¢ozunur formda bulunurlar ve bunlar iginde en bilinenleri gallik asit, p-
hidroksibenzoik asit ve vanilik asittir. Flavonlar ve fenolik asitler lifli materyallerde zengin
bir icerige sahiptirler. Kumarik asit ve ferulik asit gibi fenolikler diisiik antioksidan aktivite
gostermektedirler. Gallik asit ve esterleri ise giiclii antioksidanlardir. Gidalarin igerisinde
bulunan toplam fenolik miktarinin belirlenmesi, antioksidan aktiviteyi saglayan hidroksil

gruplar1 hakkinda fikir vermesi agisindan olduk¢a 6nem tagimaktadir (Avci, 2007).

Flavonoidler

Flavonoidler bitkilerden elde edilen ve genellikle sar1 renkli olan bilesiklerdir. Yapilan
calismalarin sonucunda, bitkilerden 4000°den fazla flavonoid izole edilmis ve bunlarin
yapilar1 aydinlatilmaya c¢aligilmistir. Bunlarin hepsi antioksidan aktivite gostermektedirler.
Flavonoidlerin ¢ogu polifenolik bitki pigmentidir ve cogu meyve ile sebzelere kirmizi, sari,
turuncu, mavi ve mor renk vermektedirler (Avci, 2007).  Flavonoidlerin lipid
peroksidasyonunu engelleme, metal selatlama ve reaktif oksijen tiirlerini iceren diger

prosesleri azaltma 6zellikleri vardir (Apak, 2012).
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Flavonoidler aromatik halka yapilarindaki hidroksil gruplari sayesinde hidrojen vererek
redoks reaksiyonlarina girer ve serbest radikalleri yok ederler. Ayrica aromatik heterosiklik
ve ¢oklu doymamis baglardan olusan yapilariyla dayanikli bir kimyasal yap1 olusturarak
guclu antioksidan 6zellik gosterirler. Flavonoidler birincil antioksidanlar olarak, selatlayici
olarak ya da siiperoksit anyon yakalayicisi olarak etki gostererek serbest radikallerin
etkisini gidererek genellikle Ug tlrli antioksidan aktivite gostermektedirler. Flavonoidlerin
yapilarinda bulunan hidroksil gruplar1 en yaygin siibstitiientlerdir ve dogal flavonoidlerin
yapisinda en fazla yedi hidroksil grubu bulunmaktadir. Flavonoidlerin yapisindaki bu
hidroksil gruplari, reaktif 6zelliklerinden dolay1 kolaylikla alkillenir veya glikozillenirler
ve bu sebeple flavonoidlerin metoksi ve glikozil tiirevlerine bitkilerde oldukga sik
rastlanmaktadir. Flavonoidler bitkilerde glikozitler olarak bircok meyve sebzelerde

bulunmaktadirlar (Avci, 2007).

Transferin ve laktoferrin

Transferin, kanda demir tasiyan bir B-globindir ve serbest demir iyonlarini baglayarak
fenton reaksiyonlarini inhibe etmektedir. Laktoferrin ise dolagimdaki serbest demiri diisiik
pH’larda baglayarak etkili olmaktadir (Akylz, 2006: Antmen, 2005). Apolaktoferrin,
serbest demiri baglayarak H,0, ve stiperoksitten hidroksi radikal olusumunu baskilamakta
ve bundan dolay1 yangi bolgesinde laktoferrinin bulunmasi hiicrelerin hasar gérmesini
sinirlamaktadir. Ozellikle hiicre membran lipidlerinin peroksidasyonunu engelleyerek

aktivite gostermektedir (Avci, 2007).

Seruloplazmin (Cp)

Seruloplazmin, total serum bakirinin yaklasik %95’ini i¢eren a2-globulindir ve primer
fizyolojik rolii ise plazma redoks reaksiyonlari ile iligkilidir. Oksidan veya antioksidan
islevini serbest ferrik iyonlar1 ve ferritin baglayan bolgelerin varligi gibi faktorlere bagh
olarak gergeklestirmektedir. Seruloplazminin demirin iyonik durumunu dizenlemede
gorev almasi ve toksik demir iirlinleri olusmaksizin demirin transferine girmesinde etkili
olmasi nedeniyle yasamsal 6neme sahip bir molekiildiir (Antmen, 2005). Seruloplazmin,
ferro demiri (Fe*?) ferri demire (Fe*™®) yiikseltgeyerek Fenton reaksiyonunu destekler ve

bdylece hidroksil radikali olusumunu onleyerek etki gosterir (Demir, 2011).
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Albimin

Albumin, o6nemli bir hiicre dis1t antioksidandir ve lipid oksidasyon olusumunu
onlemektedir. (Demir, 2011).

Urik asit

Urik asit, insanlarda piirin niikleozidleri olan adenozin ve guanozin katabolizmasinin temel
iiriiniidiir. Urik asit metal baglayici ve serbest radikal temizleyicisi olarak gdrev
almaktadir. Insan dokulari iirat oksidaz igermedigi i¢in piirin metabolizmasinda son riin
olarak olusan iirik asit birikmektedir. Urik asit; singlet oksijen, peroksil radikalleri, HOve
ozon ig¢in gucli bir temizleyicidir ve oldukga etkili bir antioksidan olarak kabul
edilmektedir. Urik asit genelde metal baglayici olarak gorev almakta ve degisik radikalleri
de biriktirmektedir (Demir, 2011; Akyiz, 2006).

Bilirubin

Bilirubin, 6énemli bir peroksil radikali toplayicisidir ve etkisini peroksil radikalini yok
ederek gostermektedir. Bilirubinin biiylik bir kismi Omriinii dolduran eritrositlerin
pargalanmas1  ile  olugsmaktadir.  Dolasimdan  karaciger tarafindan  alinarak
biyotransformasyona ugramakta son olarak ise safra ve idrarla disar1 atilmaktadir (Akyiz,
2006; Antmen, 2005).

Melatonin

Melatonin, HO'i temizleyen giiglii bir antioksidandir. Melatonin, HO" ile reaksiyona
girdikten sonra bir indolilkatyon radikaline doniismektedir ve buda ortamdaki O, " tutarak
antioksidan etki gostermektedir. Lipofilik bir madde olmasindan dolay1 kan-beyin bariyeri
de dahil birgok kompartmana yayilmakta ve genis bir antioksidan aktivite gostermektedir.
Bu o6zellik diger antioksidanlara karsi melatonine bir {stiinliik kazandirmaktadir.
Melatoninin diger baz1 antioksidanlar gibi prooksidan etkisi bulunmamaktadir.
Melatoninin klinik agidan etkili bir antioksidan ve dolayisiyla antikanserojen oldugu

bilinmektedir. Ayrica, melatoninin hiicre ¢ekirdegine girebilmesi onun DNA’y1 oksidatif
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hasardan korumasi bakimindan diger antioksidanlara gore melatonine Ustunlik

kazandirmaktadir (Demir, 2011).

Ubikinonlar

Insanlarda bulunan temel ubikinon yapisi ubikinon 10 (koenzim Q)’dur ve elektron tasima
zincirinde goérev yapmaktadir. Ayrica da E vitamininin rejenerasyonund gorev
almaktadirlar (Devrim, 2005).

2.6. Antioksidan Aktivitenin Saptanmasina Yonelik Metodlar

Antioksidan kapasitesinin  belirlenmesi amaciyla giiniimiizde farkli  yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemlerden bir kismi hidrojen atomu transferi (HAT, Hydrogen
Atom Transfer) reaksiyonu iken diger bir kismi ise elektron transferi reaksiyonudur (ET,
Electron Transfer). HAT’ne dayali antioksidan aktivite Ol¢iim yontemlerinde
antioksidanlar peroksi radikali ile reaksiyona girerek okside olmakta ve bu sirada lipidlerin
peroksidasyonunu Onlemektedirler. HAT ne dayali yontemler arasinda; toplam radikal
tutma antioksidan parametresi (TRAP, Total Radical Trapping Antioxidant Parameter)
yontemi ile oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC, Oxygen Radical Absorbance
Capacity) yontemleri yer almaktadir. ET’ne dayali yontemlerde, renkteki degisim ile 6rnek
icinde bulunan antioksidan miktar1 arasinda iliski bulunmasi sebebiyle antioksidan
tarafindan indirgenen oksidanin renginde meydana gelen degisimler cok dnemlidir. ET ne
dayali yontemler arasinda; difenil-1-pikrilhidrazil radikal tutma kapasitesi (DPPH, 2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging capacity assay), troloks esdeger antioksidan
kapasitesi (ABTS/TEAC), ferrik iyon indirgeme antioksidan parametresi (FRAP, Ferric
ion Reducing Antioxidant Parameter) ve N,N-dimetil-p-fenilendiamin analizi (DMPD,
N,N-dimethyl-p-phenylenediamine assay) yontemleri yer almaktadir (Apaydin, 2008).

Onemli antioksidan aktivite dl¢iim yontemlerine drnekler asagida verilmistir:

2.6.1. TRAP metodu

TRAP (Total Radical Trapping Antioxidant Parameter) yonteminde, 2,2- azo-bis-2-

amidinopropan hidroklorit’in (ABAP) 1s1 etkisi ile parcalanmasiyla peroksi radikalleri
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olusmakta ve olusan bu peroksi radikalleri kimyasal aydinlaticilar izlemektedir (Apaydin,
2008).

2.6.2. ORAC metodu

ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) yonteminde, antioksidan igeren Ornege
peroksi radikali tGretmek icin dnce 2,2"-azobis (2-amidinopropan) dihidroklorir (AAPH)
eklenmesinin ardindan B-fikoeritrin veya R-fikoeritrin gibi florosan veren bilesikler

eklenerek serbest radikal inhibisyonu 6lculmektedir (Apaydin, 2008).
2.6.3. ABTS/TEAC metodu

En ¢ok kullanilan antioksidan aktivite 6l¢iim metodlarindan birisi olan ABTS/TEAC
yontemi ABTS’nin (2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-silfonik asit) oksidasyonu sonucu
olusmaktadir. Olusan bu ABTS™ radikal ¢ozeltisi iizerine, antioksidan igeren Srnegin
eklenmesi ile ABTS™ radikali indirgenir. Bu radikalin indirgenmesi ve olusan mavi/yesil
renkli ABTS™ radikalinin renginin 600—750 nm dalga boyunda &lgiilmesi esasina dayanan
bir metottur. Reaksiyon sonucu harcanan ABTS™ miktari, troloks esdegeri olarak
hesaplanmaktadir. Elde edilen sonu¢ “TEAC degeri” (Troloks esdegeri) olarak ifade
edilmektedir. ABTS™ radikali; 414, 645, 734 ve 815 nm dalga boylarinda absorbans
vermekte ve antioksidan aktivite belirlenirken 734 nm’de 6l¢iim yapilmaktadir. ABTS
cozeltisinden ABTS™ radikali olusturmak icin MnO,, potasyum persiilfat ve peroksit
radikalleri kullanilarak kimyasal olarak veya miyoglobin ve bayir turbu peroksidazi

kullanilarak enzimatik olarak elde edilmektedir (Apaydin, 2008).
Ornege ait yiizde inhibisyon degeri asagidaki gibi hesaplanmaktadir:

Inhibisyon (%) = [(A

)/A  1x100

-A
kontrol ornek kontrol

Burada; Akomml, kontroliin absorbansim1 ve A@ Ornegin absorbansinmi ifade etmektedir

ek’

(Apak, 2012).
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2.6.4. DPPH metodu

Bu yontemde kullanilan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali, yapisinda azot i¢eren
stabil (kararli) ve ticari olarak iiretilen ¢ok az sayidaki radikallerden bir tanesidir. DPPH
radikali mor renklidir ve 515 nm’de maksimum absorbans vermektedir. DPPH radikali,
antioksidan maddenin hidrojeni ile birlesmekte, tek elektronu indirgenmis DPPH-H'i
olusturmaktadir. Bu esnada DPPH radikalinin 515 nm’deki molar absorpsiyon katsayisi

diismekte ve bunun sonucunda renk mordan sariya dontismektedir (Apaydin, 2008).

2.6.5. FRAP metodu

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power; Demir (I11) Iyonu indirgeyici Antioksidan
Gucu) metodu: Benzie ve Strain tarafindan gelistirilen bu yontemde demir (III)’in
indirgenme kapasitesi yoluyla antioksidanlarin toplam miktar tayini yapilmaktadir. FRAP
metodu oksidan olarak kullanilan ferrik-tripiridiltriazin kompleksinin, antioksidan iceren
bir 6rnegin eklenmesi sonucu renkli formdaki ferro (Fe?*) formuna indirgenmesi
yontemidir. FRAP yontemi ile ferrik indirgeme yetenegine sahip antioksidanlarin
konsantrasyonu, 1 mmol L-1 demir siilfata (FeSO4) esdeger olarak belirlenir. FRAP
yontemi kolaylikla standardize edilebilen nispeten basit bir yontemdir. Bu yontemin
dezavantaji, bazi antioksidanlarla (glutatyon gibi) cok yavas reaksiyona girmesidir.
(Apaydin, 2008).

2.6.6. DMPD metodu

DMPD yontemi, N, N-dimetil-p-fenilendiamin (DMPD) radikalinin 0.2-11 g troloks
varliginda stabil bir renk olusturmasi esasina dayanmaktadir. Antioksidan igeren bir 6rnek
eklenerek olusan rengin kaybolma siresinin dlgiilmesi ile hidrofilik gruplarin antioksidan

aktivitesinin duyarli ve hizli bir sekilde belirlenmesi saglanmaktadir (Apaydin, 2008).

2.7. Ekstraksiyon

Cozeltilerden veya kat1 karigimlardan bir maddeyi ayirmak ya da ¢oziicii ile istenmeyen
safsizliklar1 karisimdan uzaklastirmak igin yapilan isleme ¢ekme denilmektedir.

Cekmedeki amag, fazla ¢oziicti harcamadan organik maddeyi ayirmaktir (Onmez, 2007).
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Ekstraksiyon bir bilesigi bir karisimdan uygun bir ¢oziicii ile aymrma islemidir.
Ekstraksiyon gida bilesenlerinin geri kazaniminda ve bazi gida triinlerinin (protein, yag,
seker) eldesinde oOzellikle antioksidan ve aroma maddeleri gibi istenilen bazi iiriinlerin
izolasyonu yaninda bazi kontaminantlarin, alkoloidlerin ve kolestrol gibi istenmeyen
bilesenlerin uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir.  Ayirma islemi igin gogunlukla bir
stvinin kullanilmasi uygundur. Genellikle kati maddelerde iki fazin birbirinden ayrilmasi

basit bir ¢oktirme islemiyle yapilmaktadir (Dursun, 2001).

2.8. Sokslet Ekstraksiyonu

Sokslet diizenegi balon, govde ve geri sogutucu olmak Uzere 3 kisimdan olugmaktadir.
Sokslet diizeneginde balonda kaynayan ¢oziicii sogutucuda yogunlasmakta, organik
maddeyi igeren katinin i¢inden damlalar halinde gecerek tekrar balona dénmekte ve daha
sonra sifon yaparak balonun igine akmaktadir. Balonda kaynayan organik ¢ozicl i¢indeki
organik madde miktar1 ise zamanla artmaktadir. Ekstraksiyon yapmak icin sokslet cihazi

kullanilarak az ¢oziicii ile fazla miktarda madde elde edilmektedir (Dursun, 2001).

Resim 2.4. Sokslet diizenegi

Bu ve benzeri yontemlerde; uzun ekstraksiyon siresi, oransal olarak yiiksek miktarda
organik ¢dzgen tuketimi, emek, yogun islem basamaklar1 ve diislik tekrarlanabilirlik gibi

dezavantajlar s6z konusudur. Buna bagli olarak laboratuvar otomasyonu kavrami
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yerlesmektedir ve klasik ekstraksiyon teknikleri giderek 6nemini yitirmektedir. Yatirim
maliyetleri disinda pek ¢ok avantajlart oldugu ve minimum diizeyde muamele gerektirdigi
icin enstrimental ekstraksiyon tekniklerine ilgi giderek artmaktadir. Bir¢ok yonden ideal
bir ekstraksiyon teknigi olmamasina ragmen sokslet ekstraksiyonu metodu 100 yili askin
bir zamandir yaygin bir sekilde kullanilan basit bir cihazdir. Ekstraksiyon siiresi ise 1 ila
72 saat arasinda degismektedir. Ekstraksiyon islemi tamamlandiktan sonra ¢ozeltiyi
konsantre etmek icin doner buharlastiricilar (rotary evaporatorler) ya da kizgin yiizeyli
isiticilar kullanilabilir. Coziiciiniin 1sitilmasi esnasinda istenilen analitin ekstraksiyonunu
engelleyen veya azaltan durumlar olabildigi i¢in ¢ogu durumda sokselet cihazi ile
ekstraksiyon segici degildir. Isitma esnasinda diisik molekil agirligina sahip poliaromatik
hidrokarbonlar gibi ugucu olan analitlerin kaybolmasina neden olabilir. Ayrica, ekstrakt
derisiminin artirtlmasi esnasinda da ugucu olan analitlere dikkat edilmelidir. Ekstraksiyon
sicakligr kadar c¢oziicii secimi de Onem tasimaktadir. Sokslet ektraksiyonunda bazi
durumlarda yiiksek sicaklikta analit bozulabilmekte veya ¢oziicii ile analit reaksiyona
girebilmektedir. Sokslet ekstraksiyonunun en Onemli dezavantajlarindan  birisi
ekstraksiyonda kullanilan ¢oziiciilerin toksik ve pahali olmasidir. En 6nemli avantaji ise
coklu ekstraksiyonun yapilabilmesidir. Kati ve yar1 kati1 gidalarin hedef bilesenlerinin
ekstraksiyonu icin sokselet ekstraksiyonu yaygin olarak kullanilmaktadir. Kat1 ve yar1 kati
gidalarin analizleri, sivi gidalara oranla genellikle daha zor olmaktadir. Ekstraksiyon
metodu olduk¢a fazla organik ¢ozgen kullanimi gerektirmesi, yavas ve bazen de
ekstraksiyonda yetersizlikler gosteren bir yontem olmasi gibi sinirlayici faktorlerden dolayi
son yillarda bazi ekstraksiyon teknikleri gelistirilmeye c¢alisilmistir. Organik ¢0zgen
tiketimini azaltarak cevre Kkirliligini onleyen ve ekstraksiyon siiresini kisaltan yeni
ekstraksiyon metotlar1 gelistirilmistir. Gelistirilen tekniklerde ekstraksiyon siresi biyik

oranda azalmaktadir (Dursun, 2001).



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Hexane (Sigma)

Etanol (Sigma)

Metanol (Sigma)

EDTA (Sigma)

Agarose (Sigma)

Nutrient broth (Merck)
TCA (Merck)

NaH,PO, (Sigma)
Na;HPO, (Sigma)

Gel loading solution (Sigma)
Ethidium bromide (Sigma)
K20sS; (Sigma)

CsFeK3Ng (Sigma)
Ferrozin (Sigma)

FeCls (Sigma)

DPPH (Sigma)

3.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Resim 3.1. Bu galismada bitki 6rneklerinin 6giitiilmesi i¢in Fristch pulverisette 16
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Resim 3.2. Fonksiyonel gruplari goriintiilemek icin Perkin Elmer Frontier FT-IR
Spektrofotometresi (Infrared Spektrum)

Resim 3.3. Camag UV kabin

Resim 3.4. Antimikrobiyal aktivite analizlerinde sterilizasyon igin Niive Steam Art
(OT-106) otoklav
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Resim 3.5. Bakterileri blyttmek icin WiseBath (Feedback Control Digital Timer Function)

su banyosu

Resim 3.6. Inkiibasyon i¢in Niive ES 500 ve FN 500 etiiv

Resim 3.7. Standart grafiklerin olusturulmasinda ve 6rnek ¢ozeltilerinin absorbanslarinin

6lgtlmesinde Genesys 10S UV-VIS spektrofotmetre



Resim 3.10. Karistirma islemleri Stuart Orbital Shaker SSL1
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Resim 3.12. Saf su Sanyo Gallerkamp PLC saf su cihaz1

sargelik

Resim 3.13. Estrelerin DNA analizleri igin; Arcelik MD 574 Mikrodalga

40



Resim 3.16. Benchtop 2UV ™ Transilluminator LM-20 gériintiileme cihazi

41
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Resim 3.17. Antioksidan aktivite analizi i¢in Sigma 3-30K / 3-30KH ¢ok amagli sogutmali
santrifiij ve Eppendorf 5452 Minispin Centrifuge

Resim 3.18. Bitki ektraktlarini hazirlamak i¢in Heating Mantle MS-E mantolu i1sitict,

Rotary Evaporator ve Cooling System Status sogutma sistemi

Hazirlanan ekstraktlarin saklanmasi igin ise Argelik A* +4°C buzdolab: kullanilmustir.
Fenolik bilesenlerin HPLC-DAD analizi Amasya Universitesi Merkezi Arastirma
Uygulama Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde ylriitiilmiistiir. Cihazin
Markasi: Shimadzu, Cihazin Modeli: Prominence Modular LC20A HPLC kullanilmustir.

3.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmalari

3.3.1. Antioksidan yontemlerde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

2.6 mM’lik potasyum persiilfat cozeltisi

0,0021 g potasyum persiilfat tartilarak bir miktar metanolde ¢6zildi ve balon jojede son
hacim metanol ile 1000 mL’ye tamamlandi.

200 mM pH’s1 6.6 fosfat tamponu




43

34,84 g K,;HPO, hassas terazide tartildiktan sonra 900 ml saf suda ¢oziildi. 1 M HCI
kullanilarak pH 6,6’ya ayarlandiktan sonra son hacim saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

%1’lik Potasyum ferrosiyonad c¢ozeltisi

1 gr K3[Fe(CN)g] tartilarak bir miktar distile suda ¢6ziildii ve balon jojede son hacim distile
su ile 100 mL’ye tamamlandi.

%0.1°1ik FeCl; ¢Ozeltisi

0,1 gr FeCl; tartilarak bir miktar distile suda ¢6ziildii ve balon jojede son hacim distile su
ile 100 mL’ye tamamlandi.

%10’1luk Trikloroasetik asit cOzeltisi

10 gr TCA tartilarak bir miktar distile suda ¢oziildii ve balon jojede son hacim distile su ile
100 mL’ye tamamlandi.

2 mM FeCl, cozeltisi

0,0199 g FeCl; tartilarak bir miktar distile suda ¢6ziildii ve balon jojede son hacim distile
su ile 100 mL’ye tamamlandi.

5 mM ferrozin cozeltisi

0,0246 g_tartilarak bir miktar distile suda ¢oziildii ve balon jojede son hacim distile su ile

100 mL’ye tamamlandi.

3.3.2. Antimikrobiyal yontemlerde kullanilan c¢ézeltiler ve hazirlanmasi

Nutrient broth
1000 mL saf suda 8 gr olacak sekilde hazirlandi.

3.3.3. Agaroz jel elektroforezinde kullanilacak cozeltiler ve hazirlanmasi

Tris- borat (TBE) tamponu (pH 8,0)
54 g Trizma-base, 27,5 g borik asit ve 20 mL 0,5M EDTA (pH 8,0) bir miktar suda

¢oziildii son hacim su ile 1 1t’ye tamamland.
Etidyum bromur ¢ozeltisi
1 L’de 10 mg olacak sekilde hazirlandi.
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3.4. Bitki Materyallerinin Toplanmasi, Kurutulmasi ve Ekstraksiyona Hazir Hale

Getirilmesi

L. aestivum'un materyalleri Mayis 2014 doneminde ¢igeklenme sirasinda habitatlarindan
toplanmistir. Toplanan bitki 6rneklerinin yerleri asagida listelenmistir.

* A6 Samsun-incesu c¢ayir alanlari, 30 metrede, 15 Mayis 2014, Kandemir, 670.

* A6 Samsun-cakirlar korusu, 20 metrede, 15 Mayis 2014, Kandemir, 671.

Tiirlerin taksonomik tanimi Davis'e (1984) goére yapilmistir. Bitki kisimlar1 Karanlik ve
serin bir yerde kurutulmustur. Bitki drneklerinin toprakalti (sogan ve kok) ve toprakiistii
kisimlart (bitki govdesi, yaprak, ¢icek, meyve ve tohum) temizlenerek oda sicakliginda,
g6lgede benglerde kurutulmustur. Kurutulan bitki 6rnekleri 6giitiilene kadar bez torbalarda
saklanmigtir. Daha sonra, kurutulmus numuneler, 2 mm elek ve 500 rpm hiz ile

degirmende 6giitliilmiistiir.

3.5. Bitkide Ekstraksiyon Islemi

Ekstraksiyon islemi i¢in sirasiyla hekzan, etanol ve metanol ¢oziicii olarak kullanilmigtir.

3.5.1. Hekzan ile ekstraksiyon

2000 mL’lik balonun 2/3’si yani yaklasik 1300 mL’si dolacak sekilde ¢ozucu olarak
kullanilan hekzan ile doldurulmus ve balonun etrafinda ¢6ziicii kalmamasi icin etrafi
kurulanip mantolu 1siticiya yerlestirildi. Calisilacak bitki kismi 75 gr tartilarak
ckstraksiyon igin kartus kagidina yerlestirildi. Daha sonra kartus kagidi sokslet
diizeneginin igine yerlestirildi. Mantolu sitici 100 °C’ye ayarlanarak 8-9 saat siiresince
ekstraksiyon islemi gerceklestirildi. Daha sonra kullanilan bu bitki 6rnegi bir sonraki
ekstraksiyon isleminde kullanilabilecek hale getirmek i¢in, kartus kagidindan alindi ve
icindeki hekzan ¢oziiciisii kalintisindan tamamen arindirilmasi amaciyla bekletildi. Elde
edilen hekzan solventi evaporatérde 100 rpm’de 64 °C’de evaporasyon islemine tabi
tutuldu ve elde edilen hekzan ekstrakti kiigiik seffaf siselerde deneylerde kullanilmak tizere

biriktirilerek saklandi.
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3.5.2. Etanol ile ekstraksiyon

Ik olarak hekzandan gegirilen bitki &rnegi ekstraksiyon i¢in kartus kagidina konularak
sokslet diizenegine yerlestirildi. Mantolu 1sitictya 1300 ml etanol ¢ozeltisi ilave edildi ve
yaklasik 150 °C’ye ayarlanarak 8-9 saat siiresince ekstraksiyon islemi gerceklestirildi. Bitki
ornegini bir sonraki ekstraksiyon isleminde kullanilabilecek hale getirmek amaciyla kartus
kagidindan alinip icindeki etanol ¢oOziiciisii kalintisindan tamamen arindirmak {izere
bekletildi. Elde edilen etanol solventi evaporatérde 100 rpm’de 68 °C’de evaporasyon
islemine tabi tutuldu ve elde edilen etanol ekstrakti kiigiik seffaf siselerde deney

asamasinda kullanilmak {izere biriktirilerek saklandi.

3.5.3. Metanol ile ekstraksiyon

Etanolden gecirilen bitki 6rnegi, ekstraksiyon i¢in kartus kagidina konularak sokslet
diizenegine yerlestirildi. Mantolu 1sitictya 1300 ml metanol ¢ozeltisi ilave edilip yaklasik
150 °C’ye ayarland1 ve 5-6 saat siiresince ekstraksiyon islemi gergeklestirildi. Elde edilen
metanol solventi evaporatorde 100 rpm’de 70 °C’de evaporasyon islemine tabi tutuldu ve
elde edilen metanol ekstrakti da kiigiik seffaf siselerde deney asamasinda kullanilmak

uzere biriktirilerek saklandi.

3.6. Ekstraktin Antioksidan Ozelliklerinin Arastirllmasi

Serbest radikaller ile kanser, artrit, ateroskleroz, alzheimer hastaligi ve diyabet dahil bir¢ok
hastaligin patogenezi arasindaki iliski, oksidatif hasar1 tesvik ettigi i¢in genis capta
arastirtlmistir. Fitokimyasallarin sekonder metabolitinin antioksidan etkisi flavonoidler,
fenolik asitler ve tanenler gibi fenolik bilesikleri nedeniyle oldukga onemlidir. Bitki
ekstraktinin  antioksidan aktivitesini incelemek amaciyla DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) yontemi, demir (Fes) indirgeme metodu, metal selatlama metodu, toplam
fenolik madde miktar1 hesaplama, toplam flavanoid miktari belirleme gibi metodlar
uygulanmistir. Elde edilen sonuglar, kontrol olarak kullanilan butillenmis hidroksianisol
in, askorbik asit’in ve resorcinol’tiin antioksidan etkileri ile karsilastirilmistir. Elde
edilen ekstraktlarin total fenol miktarlar1 belirlenmis ve degisik dalga boylarinda HPLC

cithaz1 yardimiyla analizleri yapilarak pik alanlar1 tespit edilmistir.
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3.6.1. DPPH radikali yakalama aktivitesi

Serbest radikal supdricli aktivite, Brand-Williams ve arkadaslarimin 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) spektrofotometrik yontemi ile belirlendi (1995). Standart olarak
(Butillenmis Hidroksianisol, Askorbik Asit ve Resorcinol) kullanildi. Bitki materyallerinin
farkli konsantrasyonlar1 hazirlanarak, 0.75 mL olan bu ekstraktlar metanolde 20mg/L
DPPH sollsyonunun, 1.5 mL’si igine eklendi ve bu solusyona (100-500ug/ mL)
butillenmis hidroksianisol, askorbik asit ve resorcinol eklendi. Karisimin absorbanst 517
nm’ de oda sicakliginda ve 30 dakika karanlik ortamda bekletilerek 6lgtld.

DPPH radikal siipiiriici aktivite (yiizde inhibisyon) asagidaki formiile gore hesaplandi:

% inhibisyon = [AK- AO / AK] x 100

AK: Kontroliin absorbansi

AO: Ornegin absorbansi

Daha sonra farkli derisimlerle olgiilen absorbanslarla grafik cizildi. y= ax+b denkleminde
DPPH derisimini yariya diisiiren 6rnek miktar1 pg/mL cinsinden bulunarak ICsq degerleri

hesaplandi.

3.6.2. Demir indirgeme aktivitesi

L. aestivum ekstraktlarinin radikal azaltma aktivitesi 6lgimleri Oyaizu yéntemine gore
yapilmistir (1986). L. aestivum ekstraktlarinin demir indirgeme aktivitesi tayini icin 15
mg/mL’lik stok ¢ozeltisi hazirlandi. 0, 40, 60, 80, 120, 200, 400, 600, 800, 1000 pl stok
solisyondan alinarak {izerine sirasiyla 2500, 2460, 2440, 2420, 2380, 2300, 2100, 1900,
1700, 1500 coziiciisiinden ilave edilerek son hacim 2,5 ml’ye tamamlandi. Her birinin
uzerine 200 mM 2,5 mL, fosfat tamponu (pH: 6,6) ve 2,5 mL potasyum ferriksiyanid
Ks[Fe(CN)s] (1%,W/v) eklendi. Sonra karisim daha ©6nceden 50°C’ye ayarlanmis su
banyosunda 30 dk boyunca inkibe edildi. Bu stirenin sonunda tupler su banyosundan
alind1 ve iizerlerine 2.5 mL triklorasetikasid (TCA) cozeltisinden (10%,W/v) 2.5 mL
eklenerek 10 dk boyunca 3000 rpm’de santrifiij edildi. Bu karigtmdan 2.5 mL bir tiipe
eklenerek (izerlerine 2.5 mL distile su ilave edildi. En son olarak da 1 mL (1%,w/v), 0.5
mL FeCl; ¢ozeltisinden eklendi. Reaksiyon ortaminin 700 nm’de ¢oziiciiden olusan kore

kars1 absorbansi Ol¢iildii. Standart antioksidan olarak BHA ve askorbik asit kullanildi.
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3.6.3. Metal selatlama aktivitesi

Ferrdz iyonlar (Fe?*) iizerinde ekstraktinin selatlama aktivitesi Decker ve Welch ydntemine
gore 6lcildi (1990). Bu islem igin ilk 6nce 50 pl, 2 mM FeCl; ¢ozeltisi farkli derisimlerde
(100, 200, 300, 400 ve 500 pg/ mL )hazirlanan 1 ml ekstraktlar {izerine eklendi ve 3,7 mL
distile su ile karistirildi. Karisim 30 dakika boyunca FeCl, (2 Mm,0.1mL) ile inkibe
edildi. Inkiibasyondan sonra reaksiyon oda sicakliginda 10 dakika (0,2 mL, 5 mM)
ferrozin solisyonu eklenerek 562 nm’de absorbansi 6l¢iildii. Cozelti vortekste kuvvetlice
karistirildi ve oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi. Ekstraktlarin selatlama aktivitesi ayni
konsantrasyonlardaki EDTA ile karsilastirildi.

Metal selatlama aktivitesi % inhibisyon = [ AK - AO / AK] x 100

AK: Kontroliin absorbansi

AO: Ornegin absorbansi

3.6.4. Total flavonoid aktivitesi

Toplam flavonoid igerigi, Park ve ark. yontemi kullanilarak kersetin standart ¢ozeltisi ile
belirlenmistir (2008). Bitki ekstraktlar1 konsantrasyonu elde etmek iizere metanolde
coziilerek stok ¢ozeltisi hazirlandi. 0.3 mL bitki ekstrakti iizerine %30’luk 3,4 mL metanol
eklendi. Daha sonra 0,15ml %5°’lik NaNO; ve 0,3 M AICI3.H,O ilave edildi. Oda
sicakliginda 6 dk inkube edildikten sonra 1M 1mL NaOH ilave edilerek karigtirilarak 506
nm’de absorbansi Olgiildii. Deney ii¢ tekrarli olarak gerceklestirildi. Kalibrasron egrisi
standart olarak kersetin kullanilarak standartin ve ekstraktin total flavonoid igerigi kersetin

esdegeri olarak ifade edildi.

3.6.5. Total fenolik aktivitesi

Slinkard ve Singleton tarafindan bildirilen yontemle Folin-Ciocalteu reaktifi, gallik asite
bagli olarak toplam fenolik icerigi belirlemek i¢in kullanild1 (1977). Bitki ekstraktlar1 500
ug/mL konsantrasyonu elde etmek tizere metanolde ¢oziildii. 1 mL Folin-Ciocalteu reaktifi
ekstraktin 1 mL’sine ilave edildi ve 5 dk siire ile oda sicakliginda inkiibe edildi. 2 mL
sodyum karbonat (%2’lik) ilave edilerek karanlikta 1 saat bekletildikten sonra 765 nm’de
spektrofotometrede absorbanslari ol¢iildii. Kalibrasron egrisi standart olarak gallik asit’in
(100-500 pg/mL) konsantrasyonlari kullanilarak standartin ve ekstraktin total fenolik
madde igerigi gallik asit esdegeri olarak ifade edildi.
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3.7. Ekstraktin Antimikrobiyal Ozelliklerinin Arastiriimasi

Antimikrobiyal aktiviteler minimal inhibitér konsantrasyon kullanilarak (MIK) standart
bakteriyel Gram-pozitif bakteri suslarina (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus
cereus ATCC 7064) ve Gram-negatif bakterilere (Escherichia coli W3110, Salmonella
typhimurium LT2) ve bir mayaya (Candida albicans ATCC 10231) karsi test edilmistir.
Ekstraktlar uygun bir konsantrasyonda DMSO icerisinde ¢6zdirildi. Broth seyreltme
yoéntemi icin kdlttrler, 175 rpm'de su banyosunda calkalanarak 18 saat 37°C de 5 mL
nutrient broth (Merck) icinde yetistirildi. Daha sonra bakteri ve maya hiicreleri 0.5
McFarland bulaniklik standartlart ile eslestirilerek, yaklasik 10° hiicre/ml’lik bir
konsantrasyonda 50 mL nutrient broth ile suspanse edildi. Mikroorganizmalari igeren
nutrient broth (1 mL) test tliplerine aktarildi ve komplekslerin ilave edilmesinden sonra iki
kat seri seyreltme yapildi. Biitiin test kiltlrleri 24 saat 37 °C de biiyiitiilmiistiir. Bliyliime
g6zlenmeyen minimum inhibitor konsantrasyon, MiK degeri (ug / mL) olarak alind1 ve en
az li¢ kez tekrarlandi. Ekstraktlarin tamami ve ¢oziiciiler de antimikrobiyal aktivite icin test

edildi (CLSI, 2019).

3.8. Ekstraktin Plazmid DNA Uzerine Etkisinin incelenmesi

Agaroz jel elektroforezindeki deneyler icin 0.25mg/ mL super sarmal Pbr322 DNA susu
kullanilarak, bitki ekstraktinin10 mg/ mL’si ve 1’in 0.75 pg’t DMSO da ¢ozulda. 37 °Cde
2 saat inkiibasyondan sonra 0.5 puL (0.25% bromophenol blue, 0.25% xylene cyanol, 30%
glycerol suda) iceren yikleme tamponu herbir tiipe eklendi ve bu soliisyona %0,8 agaroz
jel eklendi. 80 dakika 80 V’daTBE buffer (89 mM Tris-borate, Ph8.3, 2.5 Mmedta)iceren
buffer’a yiiklendi. Ethidium bromide (1 mg/mL) ile 15 dakika boyanmasi igin
bekletildikten sonra UV 15181 altinda fotograflari ¢ekildi (Dixit ve digerleri, 2011).

3.9. TLC (ince tabaka kromotografisi) Uygulama

Fonksiyonel gruplar1 gérmek igin bir miktar L. aestivum turtine ait bitki ekstrakt: etil asetat
ile ¢ozlldlu. TLC-Thin Layer Chromatografi kagidi alind1 (TLC silika jel 60). Uzerine
uygulanacak madde kadar nokta belirlendi ve ¢6ziilmiis olan numuneler o noktalara tatbik
edildi. L. aestivum toprakalt1 ve toprakistine ait olmak {izere 2 ekstrakt alind1 ve etil asetat

ile ¢ozuld. Sabit ve hareketli faz olmak iizere iki fazimizdan sabit faz1 TLC kart1 (Silika
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jel 60) ile hazirlandi, hareketli fazi ise iki farkli sekilde hazirlandi. Bunlar: 2 hekzan, 1 etil
asetat karigimindan (yaklasik 5 ml kadar) ve 1 hekzan, 1 etil asetat, 1 metanol karisimidan
(toplam 5 ml olacak sekilde hazirlanmistir) olusmaktadir. Daha sonra burada ylrimesi
izlendi (Tswett, 1906).

3.10. HPLC Analizleri

L. aestivum’a ait homojenize edilmis toprakistl ve toprakalti materyali ayr1 ayri metanol
ve etanol polar protik solventler secilerek ekstrakte edildi. L. aestivum ‘un in vitro
kilturlerinde HPLC Diop ve ark. yontemine gore hazirlanan ekstraktlar analiz yapilana
kadar +4°C buzdolabinda 151k almayacak sekilde kaplanarak saklanmistir (2006). Analiz
Oncesi toplam 4 ekstrakt (toprakaltt MeOH ve EtOH ve topraklsti MeOH, EtOH) 1
mg/1mL seklinde solventlerindeki ¢ozeltileri hazirlanmistir. Ekstraksiyon asamasinda elde
edilen bitki ekstraktlart 0.45 pm’lik membran filtreden gegirilerek HPLC viallerine
aktarilmis ve yiiksek performansl likid kromatografisine (HPLC) enjekte edilmistir (100

uL).

Calismamizda standart olarak gallik asit, kersetin ve katesin flavonoid ve fenolik
bilesenlerini kullandik. HPLC ile fenolik madde tayininde kullanilan gallik asit, (+)-katesin
ve kersetin standartlar1 Sigma-Aldrich Co. LLC firmasindan temin edilmistir. Oncelikle

standartlar tek tek verilerek metot ¢alismasi yapilmastir.

HO

COOCH Katesin

Eersetin

HO H
H

Gallik: asit

Sekil 3.1.Standart flavonoid tirevlerini kullanarak HPLC
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Calismamiz da belirlenen standartlar ile ters faz-HPLC galismasini diyot array dedektor
(DAD) ile 280 nm de gerceklestirdik. 280 nm disinda diger dalga boylarin da c¢alisma
yapildi, optimize kosullar olusturuldu. Kolon olarak 250 x 4,6 mm i.d., 5um kolon olan
C18 tiirii kolon secildi. Akis hizi 1 ml/dak., 30 ul 6rnek analize gonderilerek, kolon
sicakligt 27 °C olarak ayarlandi. Gradient calismasi segildi ve iki farkli hareketli faz
kullanildi. A hatt1 formik asit—su (0,1%), B hatt1 metanol (Tablo 3.1)

Cizelge 3.1. Solvent Programlama

Sure %A %8B
0 100 0
3 95 5
18 80 20
30 75 25
35 70 30
40 60 40
55 50 50
60 40 60
75 100 0

Calismamizda dalga boyu belirlerken her standart i¢in 305-255 nm arasinda c¢aligmalar

yapilmistir. Sekillerde de goriilecegi gibi 280 nm optimize sart olarak belirlenmistir.

mAU
1255nm
15.0+

125
10.0]
75
5.05
2.5—?

0.0

-2.54=

Sekil 3.2. Katesin dalga boyu



mAU

1250-955nm
1260nm
1000;265nm

1270nm
275nm
750-280nm
£85nm
£90nm
5007—295nm
300nm

250+

o

13.0 135 14.0 145 15.0 15.5 16.0 min

Sekil 3.3. Gallik asit dalga boyu

61.50 61.75 62.00 62.25 62.50 62.75 63.00 min

Sekil 3.4. Kersetin dalga boyu
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Leucojum aestivum Ekstraklarinin Antioksidan Ozelliklerine Ait Bulgular

Hava ile kurutulmus L. aestivum toprakalt: ve toprakustli kisimlari metanol, etanol ve
hekzan ¢oziiciileri kullanilarak iki defa kaynama noktasinda sokslet aparati ile ekstrakte
edildi. Organik ¢oziiciiler buharlastirildi ve kalan tortu, baska antioksidan ve
antimikrobiyal aktiviteler icin ¢cézindurulerek HPLC ile analiz edildi. Toprakalti metanol
(1), etanol (2), hekzan (3); toprakistu metanol (4), etanol (5), hekzan (6) olmak Uzere 6
ekstrakt elde edildi.

L. aestivum ekstraktlarinin antioksidan ozellikleri ile ilgili olarak elde edilen bulgular

asagida ifade edilmistir:

4.1.1. Leucojum aestivum ekstraklarimin biyolojik aktivitelerinin degerlendirilmesi

Farkli konsantrasyonlarda L. aestivum ekstraktlar1 hazirlayarak yapmis oldugumuz
calismada L.aestivum ekstraktlarinin oldukca ylksek serbest radikal stpirme aktivitesi
gosterdigini gozlemledik. Alti ekstraktin sonuglar1 Sekil 4.3 'te gérilmektedir. Butillenmis
hidroksianisol, Askorbik asit ve Resorsinol standartlar1 kullanarak gergeklestirmis
oldugumuz bu calismada Butillenmis Hidroksianisol, Askorbik asit ve Resorcinol’iin
radikal stplrme aktivitelerinin L. aestivum ekstraktlarindan daha yiiksek oldugu
goriilmiistir. Bununla birlikte, 5 numarali toprakustl etanol bitki ekstraktinin, bitkinin
diger ekstrelerinden daha kuvvetli serbest radikal sipdrict aktiviteye sahip oldugu
goriilmiistiir. L. aestivum'un 3 ve 6 numarali toprakalt1 ve toprakistli hekzan ekstraktlarinin
orta dizeyde radikal slplrme aktivitesi gosterdigi goriilmektedir. Ayrica elde ettigimiz
DPPH sonuglar1 L. aestivum'un 5 numarali toprakistl etanol bitki ekstraktinin diger bitki
ekstraktlarma gore daha iyi IC50 degerlerine sahip oldugunu gostermistir. Serbest radikal
DPPH" % 50 azaltmak igin gereken antioksidan konsantrasyonu olan [IC] 50 degerleri, 1,
2,3,4,5,6 icin sirasiyla 317, 169, 167, 345, 144 ve 442 olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 4.1. L. aestivum ekstraktlarinin ve standartlarinin antioksidan aktivitesi yoluyla tayini

(a) Indirgeyici Aktivite

45*de selatlama aktivitesi Metal Selatlama Aktivitesi

120,000

100,000 FRTTEE
80,000 1 m 200 7zml
60,000 O 300 7g'ml
40,000 4 O 47 g'ml
20,000 W o0 e ml

0,000 ~
1 2 3 4 5 & Gallik EDTA
. Asit
Bitki Ekstrakt

Sekil 4.2. L. aestivum ekstraktlarinin ve standartlarinin antioksidan aktivitesi yoluyla tayini

(b)Metal Selatlama Aktivitesi.

Serbest Radikal Soniimleme Alktivitesi
% de DPPH serbest radikal siniimleme aktivitesi

100

" m 100
&0 - 200
o 300
24 - a0
oA - SO0

1 2 3 4 3 & _-!,.;]:D_rbLL'. Eutillenmiz Fesorsmol
At idroksianisol

Bitki Ekstrakt

Sekil 4.3. L. aestivum ekstraktlarinin ve standartlarinin antioksidan aktivitesi yoluyla tayini

(c) DPPH Radikal Soniimleme.
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Tidm numunelerin toprakaltt metanol (1), toprakalti etanol (2), toprakalti hekzan (3) ve
toprakustu metanol (4), toprakisti etanol (5), toprakdistu hekzan (6) ekstraktlarinin radikal
indirgeyici aktivitesi analizleri ise Sekil 4.1 'de goriilmektedir. Indirgeyici aktivitesi en
yiiksek olan bitki ekstrakti, 2 numarali toprakalti etanol eksrakti iken, 1 numarali toprakalti
metanol ekstrakti onu takip etmektedir. Daha sonra ise 5 numarali ekstrakt olan toprakusti
etanol gelmekte ve onu 4 numarali bitki ekstrakti1 olan toprakiistii metanol ekstrakti takip
etmektedir. 3 ve 6 numarali toprakalt1 ve toprakiistii hekzan ekstraktlarinin ise indirgeyici
aktivitesinin olduk¢a az oldugu goriilmektedir. Metal selatlama aktivitesi bakimindan Sekil
4. 2’ de ekstraktlardan sirasiyla 1,2,4 ve 5 numarali ekstraktlar olan toprakalti metanol,
toprakalt1 etanol, toprakiisti metanol ve toprakiistii etanol ekstraktlarinin en yuksek
aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte, 3 ve 6 numarali her iki hekzan
ekstresi (toprakalt1 ve toprakistil) orta derecede aktivite gostermistir. EDTA ve gallik asit
pozitif standart olarak kullanilmistir. Ekstraktlarin metal selatlama aktivitesinin
belirlenmesinin  konsantrasyonuna bagli olarak tim ekstraktlarin en yiiksek

konsantrasyonlarinin en yuksek radikal azaltma potansiyeli sergiledigi goriilmiistiir.

4.1.2. Leucojum aestivum ekstraklarimin toplam fenolik ve flavonoid bilesiklerinin

belirlenmesi

Bitki ekstraksiyon metodolojisi genellikle terpenler, terpenoidler ve kiciik alkaloidlerin
ayrilmasi i¢in hekzani kullanir. Fenolik ve flavonoid igerigi sectigimizde, polar ve protik
coziici sistemi kullanmamiz gerekir. Folin ydnteminin sonuglart bu bilgiyi
desteklemektedir. Toplam fenolik icerigin en yiiksek degeri 5 numarali toprakstu etanol
ekstrakti iken, 1 numarali toprakalti metanol ekstrakti onu takip etmektedirigerigine
sahiptir. Toplam flovonoid igerigin en yiiksek degeri 1 numarali toprakalti metanol

etstrakti iken 2 numarali toprakalt1 etanol ise onu takip etmektedir.
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Cizelge 4.1. Cesitli L. aestivum ekstraktlarin toplam fenolik ve flavonoid icerikleri

Total Flavonoid
Ekstrakt Tipi Total Fenolikler (Kersetin
(Gallik asit (mg)/g)*  (mg)/g) 2

1 58,92 85
2 48,92 716
3 12,50 18,33
4 53,93 68,33
5 59,64 TE!
6 18,2 55

TE": Tespit Edilemedi

4.2. Leucojum aestivum Ekstraklarimin Antimikrobiyal Ozelliklerine Ait Bulgular

L. aestivum ekstraktlarinin antimikrobiyal dzellikleri Tablo 4.2°de verilmistir. Buna gore
Gram negatif bakteri olan Escherichia coli tizerinde toprakalti etanol, toprakiistii metanol
ve toprakiistii hekzan ekstraktlar1 anlamli aktivite gosterirken, toprakalti metanol,
toprakalt1 hekzan ve toprakiistii metanol ekstraktlart Escherichia coli Uzerinde iyi aktivite
gosterememistir. Bir bagka Gram negatif bakteri olan Salmonella typhimurium Gzerinde
toprakalti metanol, toprakalti etanol ve toprakiistii etanol ekstraktlar1 oldukea iyi aktivite
gosterirken toprakalti hekzan, toprakiistii metanol ve toprakiistii hekzan ekstreleri iyi
akvitite gosterememistir. Gram pozitif bakteri olan Staphylococcus aureus (zerinde
toprakalti metanol, toprakalt1 etanol, toprakalti hekzan, toprakiistii metanol, toprakiistii
etanol ve toprakiistii hekzan ekstraktlarindan higbiri 1iyi aktivite gosterememistir.
Toprakalti metanol, toprakalti etanol, toprakalti hekzan, toprakiisti metanol ve toprakisti
etanol ekstraktlar1 Bacillus cereus Uzerinde iyi aktive gostermistir. Ancak 6 numarali
toprakiistii hekzan ekstrakti Bacillus cereus (zerinde iyi aktive gdstermemistir. Maya
mantar1 olan Candida albicans tizerinde toprakalti metanol eksrakti hari¢ toprakalti etanol,
toprakalti hekzan, toprakiistii metanol, toprakiistii etanol ve toprakusti hekzan ekstraktlari
oldukca iyi aktivite gdstermistir. Tiim bu MIK calismasinin sonuglarina gore en hassas
ekstrakt, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus ve Candida albicans
dahil olmak tizere 3 bakteri ve 1 maya mantarina karsi etkili 2 numarali toprakalti etanol
ekstrakti olmustur. Tiim MIK calismas1 verilere gore bitki ekstraktlarinin toprakalti

kisimlarmin genellikle toprakisti kisimdan daha reaktif oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.2. Cesitli Mikroorganizmalara Karsi Ekstraktlarim  Minimum Inhibitor
Konsantrasyon (MIK) Degerleri  (ng /mL™).

MiK degerleri/ug/ml 1 2 3 4 5 6 DMSO
Escherichia coli
W3110 1000 250 2000 1000 250 250 4000
Salmonella typhimurium
LT-2
Staphylococcus aureus
ATCC2 5923
Bacillus cereus
ATCC 7064 250 250 250 250 250 2000 4000

250 250 1000 250 1000 1000 4000

1000 1000 1000 1000 1000 1000 4000

Candida albicans

ATCC 10231 1000 250 250 250 250 250 4000

4.3. Leucojum aestivum Ekstraklarimin Plazmid DNA Uzerine Aktivitesinin

Belirlenmesine Ait Bulgular

Bir ¢ift silindirik heliksi andiran DNA molekiilleri ¢cogunlukla Resim 4.1’ de gorildigi
gibi ya duzlemsel (lineer), gevsek kapali dairesel veya siipersarmal adini verecegimiz {i¢
formda bulunurlar ( Yilmaz, Piring¢i ve Erdogan, 2005). Stabil bir molekil olan DNA da
karbohidratlar, lipidler ve proteinler gibi kimyasal oksidatif hasara ugramakta ve olusan
hasar DNA onarim sistemleri tarafindan onarilmaktadir. Hasarin ¢ok fazla oldugu veya
onarim sistemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda DNA {izerinde olusan hasar hicre
Olimiine veya mutasyona neden olmaktadir. Ayrica DNA hasarinin gesitli hastaliklarin
etyolojisinde ve yaslanmada onemli rol oynadigi bildirilmektedir. Plazmid DNA stper
kiviimli DNA’nin (Form ) lineer DNA (Form III) ve/veya tirtikli DNA’ya (Form II)
seklinde 3 yap1 gostermektedir (Ozmen, Celikoglu ve Yazici, 2011).

Resim 4.1. Plazmit DNA formlari
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Leucojum aestivum ekstraktlarinin DNA etkilesimi sonuglari Sekil 4.4’de sunulmustur.
Sekil 4.4 (a) toprakaltt ve toprakiistlii metanol ekstrakti sonucunu gostermektedir. 4
kuyucuktan ilki olan A kuyucugunda pozitif kontrol olarak su, kuyucugunda negatif
kontrol olarak DMSO kullanilmistir ve pBR322 plazmid DNA'nin herhangi bir etkilesimi
pozitif kontrol olarak kabul edilir. C kuyucugunda 4 numarali bitki ekstrakti olan
toprakistl metanol ekstrakti yer alirken, D kuyucugunda 1 numarali bitki ekstrakti olan
toprakaltit metanol ekstrakti bulunmaktadir. Buna gore C ve D kuyucugunun toprakalti ve
toprakiistii bitki ekstraktlarinin her ikisinde de bantlasma olmasina ragmen, 4 numarali

toprakiistii metanol ekstraktinin daha fazla etkilesime sahip oldugu gortilmektedir.

Sekil 4.4 (b) toprakaltt ve toprakiistii etanol ekstrakti sonucunu gostermektedir. 4
kuyucuktan ilki olan A kuyucugunda pozitif kontrol olarak su, B kuyucugunda negatif
kontrol olarak DMSO kullanilmistir ve pBR322 plazmid DNA'nin herhangi bir etkilesimi
pozitif kontrol olarak kabul edilir. C kuyucugunda 5 numarali bitki ekstrakti olan
toprakistl etanol ekstrakti yer alirken, D kuyucugunda 2 numaral bitki ekstrakti olan
toprakalt1 etanol ekstrakti bulunmaktadir. Buna gére C ve D kuyucugunun toprakalt1 ve
toprakiistii bitki ekstraktlariin her ikisinde de bantlagma olmasina ragmen, 2 numaral
toprakalt: etanol ekstraktinin MIK calismasinin sonuglarma paralel olarak oldukca fazla

etkilesimine sahip oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.4 (c) toprakalti ve toprakiistii hekzan ekstrakti sonucunu gostermektedir. 4
kuyucuktan ilki olan A kuyucugunda pozitif kontrol olarak su, B kuyucugunda negatif
kontrol olarak DMSO kullanilmistir ve pBR322 plazmid DNA'in herhangi bir etkilesimi
pozitif kontrol olarak kabul edilir. C kuyucugunda 6 numarali bitki ekstrakti olan
toprakisti hekzan ekstrakti yer alirken, D kuyucugunda 3 numarali bitki ekstraktimiz olan
toprakalti hekzan ekstrakti bulunmaktadir. Buna gore C ve D kuyucugunun toprakalti ve
toprakiistii hekzan bitki ekstraktlarinin her ikisinde de bantlasma olmadigindan dolay1 3 ve
6 numarali toprakalti ve toprakiistii hekzan ekstraklarinin iyi bir etkilesim gostermedigi

gorulmektedir.
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Sekil 4.4. pBR322 Plazmid DNA'nin etkilesime dayali olarak Agaroz Jel Elektroforezi
Sonuglari: a) Metanol ekstrakti; b) Etanol ekstrakti; ¢) Hekzan ekstrakti;
A:Pozitif kontrol;B:Negatif kontrol; C:Toprakistu bitki ekstrakti; D:Toprakalti
bitki ekstrakti.

4.4. Leucojum aestivum Ekstraklarinin Kromatografik Yontemine Ait Bulgular

4.4.1. FT-IR (infrared) spektrum metodu

L. aestivum’a ait bitki ekstrakti orneklerinin molekiilleri i¢indeki fonksiyonel yapilari
gormek icin gergeklestirmis oldugumuz FT-IR spektrum analizi sonucu Sekil (4.5), (4.6),
(4.7)’de gorilmektedir.
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Sekil 4.5. Leucojum aestivum toprakdistil metanol ekstraktina ait spektrum



59

101,
100}

951

901

\ ||
\ \‘ 151/4.90E(n-1
\

Ay

AN |
\ |

L
}/ \/jilmam-?\

|
e \

851 17152

801 y

/ 2846 \ 1407.64cm-1
/

,

// 2927.33em-1

|
75 1627.05¢m-1

%T

704
651
601
328156cm-L ‘

557

501
\

45]
44

1032.38cm-1

} 778.40cm-1
|

4000 3500 2500 2000 1500

cm-1

3000

Name Description
———— A2TOPRAKALTI_1 Sample 088 By Administrator Date Wednesday, December 17 2014

1000

650

Sekil 4.6. Leucojum aestivum toprakalt: metanol ekstraktina ait spektrum
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Sekil 4.7. Leucojum aestivum toprakalt1 metanol ekstraktina ait spektrum
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Perkin Frontier cihazina L. aestivum toprakustu bitki ekstraktinda FT-IR sonuglarina gore
orneklerimizi yerlestirdik ve gorlntillerimizi yorumladik. Sonu¢ olarak L. aestivum
toprakistl ekstrakti 6rneklerimizin yapilarinda hidroksi grubunu belirlendi. Pik yaygin
oldugu i¢in molekiil i¢i hidrojen bagi oldugu diistiniilmektedir. Hidroksi sinyal grubu piki
aromatik bolgeye kadar yayillmaktadir. Bu durumda birden fazla hidroksi grubu igeren
seker (karbonhidrat) gibi yapilarla uyumludur. Alifatik ve aromatik bolgeler vardir.

L. aestivum toprakalt1 ekstre drneklerinin FT-IR sonuglarina gére L. aestivum toprakdistu
ckstraktlarina benzer 6zellikler gézlemlendi. Farkli olan ise 3100 bolgesinde sinyal grubu
olmadiginin kesin olmasidir. Madde miktar1 azaltilarak tekrar spektrum alinmistir ve alinan

spektrum sonucunda NH grubuna rastlanmamustir.

4.4.2. TLC (Thin Layer Chromatografi) uygulama

Fonksiyonel gruplari gormek i¢in 2 (L. aestivum toprakalti ve toprakistii) ekstrakt alindi ve
etil asetat ile ¢oziildii. Sabit ve hareketli faz olmak tizere iki fazimizdan sabit faz1 TLC
kartimiz (Silika jel 60) tzerine uygulanacak madde kadar nokta belirlendi ve bu ¢ozulen
numuneler o noktalara tatbik edildi. Hareketli faz ise iki farkli sekilde hazirlandi. Bunlar: 2
hekzan, 1 etil asetat karisimindan (yaklasik 5 ml kadar) ve 1 hekzan, 1 etil asetat, 1
metanol karistmindan (toplam 5 ml olacak sekilde hazirlanmistir) olusmaktadir. Daha

sonra burada yrimesini izledik.

254 ve 366 nm olmak {izere iki farkli dalga boyunda ekstrakt icinde bulunan maddeler
gozlenmeye c¢alisildi. 366 nm’de L. aestivum toprakustli ekstresinde floresan oOzellik
gosteren bilesenlerin oldugu goriildii. Iki farkli hareketli faz caliymast UV lambada
bakildiginda hareketli faz olarak segilen 2 hekzan, letil asetat sisteminde bilesenlerin TLC
kartinda hareket etmedigi gozlendi. Yine hareketli faz olarak 2 hekzan, 1 etil asetat ve 1
etanol kullanildi (3. olarak). Diger hareketli faz olan 1 hekzan, 1 etil asetat, 1 metanol
karisiminda hareket eden bilesikler goriildii. Ayn1 zamanda floresan bolge olan 366 nm’de
sinyal yerleri tesbit edildi ve isaretlendi. Isaretlenen bolgelerin doymamislik 6zelliginin
belirlenmesi i¢in potasyum permanganat iceren boyama ¢ozeltisi ile boyandi. 254 nm’de
liste goziliken spotlar boyama ¢ozeltisi ile sar1 renkte boyandi bu ise molekiilde aromatik ve
doymamis gruplart varligimi gosterdi. 2 hekzan, 1 etil asetat ve 2 etanol (4. hareketli
fazimiz) denendi. Bunun sonucunda 254 nm’de L. aestivum toprakalti numunesinde diger

hareketli fazlarda gozlenmeyen polaritesi uygun bilesen tespit edildi.
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L. aestivum toprakisti pH’1 : 6-7 arasi, L. aestivum toprakaltt pH’1 : 7-8 arasi’nda
bulunmustur. Bunun sonucunda yapilarda asitlik olmadigi goézlenmistir. Denemeler
sonucunda flavonoid 6zellik gosteren maddelerin TLC incelemeleri ile uyumluluk
gosterdigi fakat spotlarin yogunlugu ve boyama miktarlar1 fazla olmadigi i¢in flavonoid

miktarin ekstre icerisindeki orani diisiik oldugu soylenebilir.
4.5. HPLC Analizi
Karigim halinde hazirlanan standartlarin 280 nm de alinan kromotogrami ile alikonma

zamanlart 15.79 dk olan gallik asitin, 35.21 dk olan katesin, 53.35 dk olan kersetin
seklinde belirlenmistir. Elde edilen bir kromatogram 6rnegi Sekil 4.8’da goriilmektedir.
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Sekil 4.8. Gallik asit (GA), katesin (CA) ve kesretin(QU) nin kromatogram goriintiisu

Her bir standart icin 12.5, 25, 50, 100 ve 200 ppm konsantrasyonda hazirlanarak
kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Pik alanlar1 hesaplanarak konsantrasyona karsi1 grafige
gecirildi. Elde edilen grafiklerin R? degerleri belirlenmistir. Dogruluk sinir1 icerisinde elde
edilen degerler olmas1 nedeniyle kalibrasyon grafigi olarak kullanilmistir. Sekil 4.9.’de

gallik asitin kalibrasyon egrisi goriilmektedir.
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Sekil 4.9. Gallik asit’in kalibrasyon egrisi
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Kalibrasyon egrisi olusturmak i¢in 12.5, 25, 50, 100 ppm konsantrasyonda standartlar

cihaza enjekte ederek pik alanlar1 hesaplandi. Sekil 4.10°de Kkersetinin kalibrasyon egrisi

gortlmektedir.
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Sekil 4.10. Kersetin’in kalibrasyon egrisi

Kalibrasyon egrisi olusturmak icin 12.5, 25, 50, 100 ve 200 ppm konsantrasyonda cihaza

enjekte ederek pik alanlari hesaplandi. Sekil 4.11.’de katesinin kalibrasyon egrisi

gorilmektedir.
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Sekil 4.11. Katesin’in kalibrasyon egrisi

Metanolik ekstraktlarin (1, 4) ve etanolik ekstrelerin (2, 5) HPLC kromatogrami, L.

aestivum'un Tablo 4.3.'da gosterildigi gibi, gallik asit, katesin ve kersetin varligini gosterdi.

En carpici sonu¢ 1 numarali ekstraktta ylksek oranda gallik asit, 2 numarali ekstraktta

katesin ve 4'linde kersetin saptanmasiydi. L. aestivum'un 3numarali toprakaltindaki hekzan

ekstresi, gallik asit ve katesin varligini ortaya ¢ikarirken, hekzan ekstraktlarinin toprakusti

kisminda sadece katesin bulundu belli sinirin altinda bulundu.

Cizelge 4.3. Gallik asit, katesine ve kersetin miktar1 igin L. aestivum ekstraktlarin HPLC

sonugclari

Ekstrakt Gallik asit Katesin Kersetin
R? 0,9933 0,9945 0,9875
tr 15,79+0,8 35,21+0,6 53,35+0,7
1 Alan% 31,686 5,031 9,307
1 Agirlik% 21,367 4,435 1,995
1Konsantrasyon 6,936 9,921 0,68
2 Alan% 1,486 14,931 TE!
2 Agirlik% 0,821 10,920 TE
2 Konsantrasyon 0,258 10,113 TE
4 Alan% 24,101 5,895 11,931
4 Agirlik% 15,439 4,257 2,448
4 Konsantrasyon 0,241 8,063 TE
5 Alan% TE 10,346 TE
5 Agirlik% TE 3,077 TE
5 Konsantrasyon TE 4,605 TE
3veb TE TE TE

TE™: Tespit Edilemedi



4.5.1. Leucojum aestivum orneklerinin kromatogramlari
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Sokslet ekstraksiyon yontemlerine gore elde edilmis L. aestivum toprakalti ve toprakustl

kisimlar1 ekstratlar1 igcin HPLC’de analizi yapilmistir. Kromatogramlari1 asagidaki gibi elde

edilmistir.
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Sekil 4.12. Leucojum aestivum toprakalti metanol ekstrakti kromatogram goriintiisii

nAU
o 280nm,4nm (1.00)

!‘ |
hr”
Iy
Tl
\‘JU\J‘\/“»‘
VALYV Ve

1
I\
|

W W

W

Mo

Sekil 4.13. Leucojum aestivum toprakusti etanol ekstrakti kromatogram goriintiisii
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Sekil 4.14. Leucojum aestivum toprakiistl metanol ekstrakti kromatogram goriintiisii
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Sekil 4.15. Leucojum aestivum toprakalti etanol ekstrakti kromatogram goriintiisii

Yukaridaki kromatogram diagramlar1 geleneksel yontem ile yapilmis L. aestivum toprakalti
etanol, toprakaltt metanol, toprakisti etanol, toprakisti metanol drneklerini
goOstermektedir.

4.5.2. Leucojum aestivum orneklerine ait bulgular

Kromotogramlarda segilen fenolik standartlarinin yerleri belirlenerek pik alani yiiksekligi

gibi hesaplamalar yapilmis ve tabloya gecirilmistir. Fenolik standart miktarlar1 ¢izilen
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kalibrasyon egrilerine bagli olarak bulunmustur. Sokslet yontemiyle yaklasik 8-9 saatlik
ekstraksyon suresiyle elde edilen L.aestivum bitkisine ait toprakistu ve toprakalti
ekstraklarinin ana bilesenlerle yiizde olarak karsilastirilmasi yapilmistir. Bu metotta
yapilan karsilastirmada gallik asit, kersetin ve katesin kendi arasinda yiizde olarak

karsilastirilmistir.
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5. TARTISMA

Amaryllidaceae familyasina ait tiirlerde ve 0Ozellikle Leucojum aestivum’ da bulunan
alkaloidlerin biyolojik aktiviteler (izerine etkileri ile ilgili yapilan ¢aligmalar son yillarda
artarak devam etmektedir. Son yillarda, bitki bazli biyolojik olarak aktif kimyasal
bilesiklerin 6nemi bilim adamlar1 tarafindan tartisma konusu haline gelmektedir.
Farmasotik bilesiklerin gelistigi diinyamizda bitki, dogaya taklit ve ila¢ olarak kullanimda
onemli bir faktor olarak diisiiniilmiistiir. Bugiine kadar yapilan arastirmalar, yaygin olarak
kullanilan biyolojik olarak aktif metabolitler olan flavonoidler, fenolikler gibi sekonder
metabolitlere yonelmistir. L. aestivum ile ilgili yapilan ¢alismalar, sadece galantaminin
etkinligi iizerine gerceklestirilmistir. Simdiye kadar, L. aestivum ekstraktlarinin
antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri ile kimyasal bilesimlerin belirlenmesi iizerine
hicbir arastirma yapilmamistir. Bu calismada ele alinan ana hedef bitki ekstraktlarinin
antioksidan, antimikrobiyal ozellikler, DNA etkilesimleri ve HPLC ile kimyasal

bilesimlerin tanimlanmasini icermektedir.

Bugune kadar L. aestivum tiiriiniin farkli populasyonlarindan elde edilen yaprak ve
soganlarin  alkoloid c¢esitliligi  {lizerine yapilan c¢alismalar sadece TLC ile
gergeklestirilmistir. Yakin zamanda ise bu bitkinin in vitro ile elde edilen stirginlerinin
galantamin igerigi HPLC analizleriyle tespit edilmistir. Amaryllidaceae alkoloidlerinin
kompleks bilesimlerinin ayrilmasi ve tanimlanmasi i¢in kapiler GC-MS yontemi kullanish
ve giivenilir bir metod olarak goriilmektedir. Bunun yani sira galantamin diginda farkli
cografik bolgelerde yetisen L. aestivum tiirliniin 23 alkoloide sahip oldugu bilinmektedir
(Georgieva, Kondakova, Bastida, Viladomat, Atanassov and Codina, 2007; Berkov,
Pavlov, llieva, Burrus, Popov and Stanilova, 2005). Bizim yaptgimiz bu g¢alismada
fonksiyonel gruplari belirlemek icin TLC (Ince Tabaka Kromotografisi) ve standart olarak
kullanilan gallik asit, katesin ve kersetin bilesiklerinin L.aestivum’un toprakalti ve
toprakiistii bitki ekstraktlarindaki miktarini belirlemek i¢in ise HPLC(Yiiksek Performansl
S1v1 Kromatografisi) ile ¢alisildi.

Sis bitkisi olarak bahge diizenlenmesinde kullanilan L. aestivum tlrunin tibbi ve
farmakolojik acidan oldukga degerli bir bitki oldugu anlasilmis ve Tirkiye’deki habitatlar

carpik kentlesmenin yanisira gevre kirliliginden dolay1 yok olma tehlikesiyle kars1 karsiya
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kalmistir. L. aestivum bitkisinin embriyolojik 6zelliklerinin bilinmesi hem filogeni
acisindan hem de makromolekiiler diizeyde hiicre farklilagsmasina 1s1k tutmasi agisindan
oldukca Onem tagimaktadir. Ayrica bu calismadan elde edilecek verilerle giliniimiizde
Amaryllidaceae familyasinin taksonomik ozelliklerine katki saglanmasi amaglanmigtir
(Ekici, 2006). Galanthaminin sentezlenmesi zor ve ekonomik olmadigindan yapilan
caligmalar bu maddenin biyosentez yollarinin arastirilmasi iizerine yogunlagmistir. L.
aestivum bitkisinin galantaminin yanisira licorin, tazettin ve bunlarin tiirevleri olan birgok

alkaloid igerdigi bilinmektedir.

Yapilan c¢aligmalarda bitkinin asetilkolin esteraz (AChE) inhibisyon aktivitesi,
antibakteriyal, antifungal, antimalarial, antiplatelet aktiviteleri, insektisit ve sitotoksik
ozellikleri incelenmistir. Bitkide bulunan galantaminin ve onun tiirevi olan birgok bilesigin
asetilkolinesteraz inhibisyonunda rol oynadigi goriilmistiir. L. aestivum ‘un alkaloidleri
arasinda, AChE inhibisyon aktivitesi 0zellikle galantamin ve tiirevleri ile iliskili olup
galantamin tdrevi sanguinin (9-O-dimetilgalantaminin) ise galantamine gore daha aktif bir
asetilkolinesteraz inhibitorii oldugu arastirmalar sonucu tespit edilmistir. Ayni calismada
izole edilen habrantin, sanguinin ve 1-O-asetillikorinin aktivitesi incelenmis ve bunun
sonucunda galantaminden daha fazla aktiviteye sahip olduklar1 gozlenmistir (Karuncula,

2013).

Antioksidan aktivitenin saptanmasina yonelik birden fazla yontem mevcuttur. Sternbergia
fischeriana (Herb.) rupr. bitkisinin alkoloidlerinin kimyasal analizi ve biyolojik
aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilmis ¢alismada antioksidan aktivite tayini
icin DPPH (1,1-difenil-2-pikril-hidrazil) yontemi kullanilmistir. Bu amagcla Sternbergia
fischeriana bitkisinin soganlarindan elde edilen ekstraktlarin DPPH serbest radikal giderim
aktivitesi, konsantrasyon arttikga artmis ve standart olarak kullanilan BHT (butillenmis
hidroksitoluen) ve a-Tokoferol ile oldukga yakin sonuglar vermistir (Baygar, 2010). Bizde
antioksidan aktivite belirlemek icin calistigimiz DPPH metodu ile konsantrasyon artik¢a
radikal siipiiriicii aktivitenin arttigin1 ve standart olarak kullanmis oldugumuz Askorbik
asit, Butillenmis hidroksianisol ve resorsinol ile olduk¢a yakin sonuglar elde ettigini

gozlemledik.

Standart olarak askorbik asit, butillenmis hidroksianisol ve resorsinol kullanarak yapmis

oldugumuz calismada DPPH (serbest radikal soniimleme aktivitesi) yontemi ile farkl
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konsantrasyonlardaki bitki ekstraktlarinin oldukg¢a yiiksek serbest radikal soniimleme
aktivitesinin oldugunu goézlemledik. Ayrica elde ettigimiz DPPH sonuglar L. aestivum'un
5 numaral1 toprakalti etanol bitki ekstraktinin diger bitki ekstraktlarina gore daha iyi 1C50
degerlerine sahip oldugunu gostermistir. Serbest radikal DPPH'1 % 50 azaltmak icin
gereken antioksidan konsantrasyonu olan [IC] 50 degerleri, 1, 2, 3, 4, 5, 6 i¢in sirasiyla
317, 169, 167, 345, 144 ve 442 olarak hesaplanmistir.

Sternbergia lutea Waldst ve Kit ile yapilan baska bir calismada DPPH yontemi ile
antioksidan aktivite belirlenmis ve tiiriin sogan ve yapraklarindan elde edilen etanol
ekstraktlarinin antioksidan aktivitesini ve fenolik bilesen madde miktarin1 arastirilmastir.
Sogan ekstraktlar1 (% 86.60) yaprak ekstraktlarindan (% 68.10) daha yiiksek antioksidan
aktivite gostermistir. Serbest radikal siipiiriiciiliik aktivite testinde ise benzer sekilde sogan
ekstraktinda (%64.29) yaprak -ekstraktindan (%42.8) daha yiiksek serbest radikal
supdruculik aktivite belirlenmistir. Bizde leucojum aestivum toprakalti ve toprakiistii
ekstraktlar1 ile yapmis oldugumuz ¢aligmada toprakalti ekstraktlarinin toprakiistii
ekstraktlarindan daha iyi soniimleme aktivitesi belirlendi. Bu ¢alismanin verileri bizim

calismamiz1 desteklemektedir.

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi analitik ayirma teknikleri amaci ile en yaygin
kullanilan cihazdir. Yaygin kullanilma sebepleri duyarliligi, kantitatif tayinlere kolaylikla
uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozunabilen bilesiklerin
ayrilmasina uygunlugudur. En 6nemlisi ise sanayinin bir¢ok bilim dalinin ve toplumun
birinci derecede ilgilendigi maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir. Bu tip
bilesiklere 6rnek olarak amino grup asitler, proteinler, niikleik asitler, karbonhidratlar,
ilaclar ve pestisitler verilebilir. HPLC analizlerinde karisim halindeki numune mobil faz ile

kolondan gegirilerek bilesenlerine ayrilir.

Galantaminin Alzheimer hastalarinda, beynin kolinerjik noronlardan yoksun bolgelerinde
asetilkolin  konsantrasyonunu arttirdigr  goriildiiglinden bu hastaliin tedavisinde
kullanilmaya baslanmistir. Morfin kadar giiglii bir agr1 kesici olan galantamin, ayrica
merkezi sinir sistemini uyarici 0zellige de sahiptir ve géz damlalarinda goz tansiyonunu
disirmek amaciyla kullanilmaktadir. Eczacilikta bir¢ok ilacin hammaddesini olusturan
galantamini elde etmek zor ve pahali bir islemdir. Bu sebeple, galantaminin tibbi
uygulamalarda kullanilmasini daha ekonomik hale getirmek igin L.aestivum’da

galantaminin biyosentez yollar1 arastiritlmistir (EKici, 2006).
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Galantamin Olgimiu icin en c¢ok rapor edilen yontem Yiiksek Performansli  Sivi
Kromotografisi (HPLC: High Performance Liquid Chromatography) olmustur. Bunun
yaninda HPLC’ nin  kompleks alkoloid karisimlari ayirma kapasitesi yaklasik 5-7
civarinda oldugundan sinirlidir. Alkoloid kompozisyonlari ¢ok fazla oldugu i¢in (Narcissus
cinsinde 100’den fazla alkoloid bulunmaktadir) alkoloid kompozisyonlarina gére ayirma
kosullarinin optimize edilmesi gerektigi ongoriilmektedir (Georgieva ve digerleri, 2007).
Yapilan baska bir ¢alismada Sternbergia sicula (Tineo ex Guss) bitkisinin kalite kontrol
acisindan degerlendirilmesi igin alkaloit igerigi Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
(HPLC) kullanilarak tespit edilmistir. Arastirma sonucunda bitki ekstraktlarinin toprakiistii
kisminda likorin alkoloidinin ¢i¢ekli donemde yogun olarak bulundugu galantamin ise
rastlanmadi@i tespit edilmistir. Ayrica Sternbergia sicula bitkisinde; hemantamin,
hemantidin ve 11 Hidroksivittatine alkaloidlerinin varligi da bu yontemle tespit edilmistir

(Cicek, 2010).

L.aestivum, igerdigi alkoloidleri ile ekonomik Onem tasimakta fakat yeterince
korunamadigindan genis Olglide yurt disina ihra¢ edilmektedir. Yapilan gozlemler
sonucunda, bu bitkinin 6zellikle Balik Golii ve Terme’den kagak olarak toplandigi ve
Bulgaristan’a ihrag¢ edildigi saptanmistir ( Kutbay ve digerleri, 1994). Bulgaristan’da 2001-
2002 yillar1 arasinda Ekici ve ark. tarafindan yapilan baska bir ¢alismada da L. aestivum’un
galantamin igerigi arastirilmis ve bu ¢alismada galanthamin igerigi bakimindan ekonomik
degeri olan yedi lokalite taranmigtir. Bunun igin L. aestivum populasyonlarindan 80’den
fazla yaprak ornegi alinmis ve HPLC (Yiiksek performansli sivi kromatografisi) yontemi
ile analiz edilmis, bunun sonucunda galantamin igeriginin 0.06 ve 0.37 mg (DW; kuru
agirlik) arasinda degistigi gozlenmistir. Galantamin igerigine gore L. aestivum
popiilasyonlari; diisiik, orta ve yiiksek olmak {izere 3 gruba ayrilmis ve bu verilerin
lokalitelerin dagilimi ile kismen uyumluluk gosterdigi bildirilmistir (EKici, 2006). Yapilan
bir ¢alismada iilkemizde Mugla ve gevresinde dogal olarak yetisen Narcissus tazetta subsp.
tazetta L. alt tlrinln toprakisty kisimlari ve soganlari ¢igekli donemde toplanmis ve
fitokimyasal ¢aligmalar gergeklestirilmistir. Amaryllidaceae familyasinin biyolojik aktivite
acisindan 6nemli olan alkaloitleri galantamin ve likorin, Narcissus tazetta subsp. tazetta
bitkisinden hazirlanan toprakistl ve sogan Orneklerinde Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi (HPLC) kullanilarak kalitatif ve kantitatif olarak arastirilmistir. Bunun
sonucunda, Narcissus tazetta subsp. tazetta bitkisinin 23 adet alkaloit igerdigi saptanmistir

(Karakoyun, 2018). Calismamizda L.aestivum toprakaltt ve toprakiistii ekstraktlarin
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biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi icin  HPLC yontemini kullanarak kimyasal
bilesimlerin tanimlanmasini amagladik. Calismamiz igin antioksidan aktiviteler solvent
polaritesi ve bitki kismi tarafindan kontrol edilmistir. Saptanan diyot dizisi ile HPLC
metodu, L. aestivum'un alt1 farkli ekstraktlarinda (1, 2, 3, 4, 5, 6) gallik asit, katesin ve
kersetin kantitatif tayini ig¢in gelistirilmistir. HPLC ve toplam fenolik flavonoid igerigi
sonuclarinin antioksidan aktivite sonuclari ile korele oldugu goriilmiistiir. Calismamizda
L.aestivum toprakalt1 ve toprakiistii ekstraktlarin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi igin

HPLC yontemini kullanarak kimyasal bilesimlerin tanimlanmasin1 amagladik.

L. aestivum turtinde galantaminin ve 6ncli maddelerinin bitkideki dagilimi Eichhorn ve ark.
(1998) tarafindan incelenmistir. Bunun sonucunda kok, gévde ve soganda bu maddelerin
bulunmadigi, yaprakta az miktarda éncli madde bulundugu, ¢igek sap1 ve ovaryumun ise
bu maddeler bakimindan zengin oldugu ve petallerde az miktarda bulundugu gozlenmistir.

Ulkemizde de Amaryllidaceae alkaloidleri ile ilgili yapilan ¢alismalara 6rnek Samsun da
yapilan caligmadir. Bu calismada, ciceklenme ve meyve baglama donemlerinde L.
aestivum’un soganlarindaki alkoloid miktar1 belirlenmistir. Ayrica bitkinin yaygin olarak
bulundugu yerlerde populasyon sayimlar1 da yapilmis ve bu ¢alismalar sonucunda meyve
doneminde alkoloid miktarinin arttigi gozlenmistir. Bu safhada toprakustl kisimlar
clirimeye baslamakta ve azot, fosfor, potasyum gibi temel besin elementleri, toprakalti
kisimlara taginmakta oldugundan ¢iceklenme doneminde topraklsty kisimlarda
gerceklesen aktif metabolik olaylarin, meyve doneminde toprakaltt kisimlarda
gergeklestigi goriilmiistiir. Buna bagli olarak meyve doneminde soganlarin alkoloid igerigi
fazla bulunmustur. Biz ise gigeklenme doneminde L.aestivum toprakalt1 ve toprakiistii bitki
kisimlarindan toprakaltinin toprakiistii kisimlarindan daha c¢ok aktivite gosterdigini

g6zlemledik . Bu ¢alisma bizim ¢alismamizin sonucunu desteklememektedir.

Karadeniz tarimsal arastirma enstitiisiiniin saha alanlarindan Leucojum aestivum’dan
rastgele 200 yaprak secilerek yapilan ¢alismada L. aestivum’ un bitki basina yaprak sayisi
ve sogan verimi arasinda pozitif ve anlamli bir iligki oldugunu gdzlemlenmistir. Bu
calismada bir yaprak alani gelistirmek i¢in tahmini model belirlenerek yaprak genisligi,
yaprak alam1 ve yaprak uzunlugu belirlenmistir. Bitki yaprak alani PLACOM dijital
planimetre ile dl¢lilmiistiir ve ¢oklu analizleri Excel 7.0 de hesaplanmistir. Sonug olarak

aktif ve tahmin edilen yaprak arasinda yakin iligki oldugu buna bagli olarakta mevcut
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modelin farkli biiylime periyotlarindan toplanan yaprak ornekleri ile degerlendirilebilecegi

gozlenmistir (Cirak ve digerleri, 2005).

L. aestivum’un in vitro sistemlerinde bilylime ve galantamin birikimi incelenmistir.
Birikmis galantaminin miktarinin, farklilasma seviyesine kuvvetle bagli oldugu tespit
edilmistir. Aydinlatma altinda gergeklestirilen L. aestivum 80 siirgiin kiiltiiriiniin batik
ekim guniinden 35 giin sonra elde edilen verilere gore biyokitlenin maksimum verimi
(17.8 g / L) ve maksimum miktarda birikmis galantamin (2.5 mg / L) olarak elde edilmistir.
L. aestivum siirgiin kiiltiiriiniin yetistirilmesi sirasinda ortamin ana besin bilesenlerinin
kullaniminin zamana bagli olarak iliskisi arastirilmistir. Bu, L. aestivum’un in vitro
sistemlerinde galantamin biyosentezine iligkin gesitli iliskileri agiklayan ilk rapordur. Elde
edilen iki katina ¢ikma siiresi, Ozgiil biiylime orani, biiyiime verimi ve galantamin
tiretkenligi L. aestivum slrgiinlerinin batik ekimi, galantamin Gretimi igin ileriye donuk
alternatif bir yaklagim olarak diistiniilebilecegini gostermektedir. Elde edilen veriler, L.
aestivum ‘da artan galantaminin 80 slrgunin meydana gelmesini ve besin ortami
kompozisyonunun verimlilik igin optimize edilmesi gerektigini ortaya koymustur (Paviov
ve digerleri, 2007).

Farkli biyoreaktor sistemlerinde yetistirilen L. aestivum slrgunleri ile galantamin
iiretimini (farkl kiiltiir kosullarinda ¢alkalama ve nonshaking parti kiiltiirii, gegici daldirma
sistemi, kabarcik biyoreaktor, siirekli ve siireksiz gazlama biyoreaktor) incelemislerdir.
Besin ortaminin, inokulumun agirliginin ve biyoreaktoriin hem biyime hem de galantamin
iretimindeki etkisi incelenmistir. Makro elementleri ve mikro elementleri standart MS
ortaminin yarisina indirgemek veya besin ortamindaki nitrojen igerigini azaltmak, biiylime
oranini ve biliylime indeksini hafif diigiirmiis ve kontrol grubuna gore kuru agirlik ylizdesini
arttirmistir. Ortamdaki sukroz miktar1 arttiginda, kontrol ile ilgili olarak biliylime oran1 ve
biliylime indeksi i¢in 6nemli bir farklilik gézlenmemistir. Kiiltiir ortaminda bulunan besi
yerinde sukrozun artmasi, N. confusus'un DW (kuru agirlik)’nin yiizdesini ve su alti
kiiltiiriinde yetistirilen Narcissus pseudonarcissus ve Leucojum aestivum filizlerinin
bliylimesi ve gelismesini uyardigi bulunmustur. Bununla birlikte, bu ¢alismada rapor
edilen galantamin icerikleri énceden rapor edilen Uretim seviyelerini asmaktadir. Sonug
olarak, farkli kiiltiir kosullariin yani sira biyoreaktor hacimleri ve biiytikliikleri ile
galantamin iretimini gelistirmeye yonelik daha kapsamli c¢aligmalar gerekmektedir

(Schuman ve digerleri, 2012).
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L. aestivum filiz kilturd ile galantamin ve ilgili alkaloid tiretim siirecini gegici bir daldirma
sistemi ile ilgili yapilan ¢alismada gegici daldirma yaklagiminin, degerli Amaryllidaceae
alkaloidlerinin elde edilmesi i¢in ve biyosentez isleminin gelistirilmesi i¢in ileriye doniik
onemli oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglar hem sicaklik hem de daldirma
frekansinin L. aestivum 80 siurgln kultlrlyle galantamin {retimini etkiledigini ve
hiicrelerde biriken galantaminin ve kiiltiir ortamimnin galantamin iginde salgilanan oran
Uzerinde etki yapmadigi gézlenmistir. Buna gore, incelenen degiskenlerin (daldirma
frekans1 ve sicaklik) L. aestivum’un 80 surgln kultirinln alkaloid biyosentezini 6nemli
dlciide etkiledigini acikca ortaya koymaktadir. Istatistiksel regresyon modeli ile elde edilen
sonuclara gore, gecici daldirma teknolojisinin degerli alkaloidlerin elde edilmesi i¢in daha

da gelistirilmesi gerektigi ortaya konmustur (lvanov ve digerleri, 2011).

Edirne-Tavuk Ormaninda dogal olarak yetisen L. aestivum'un megasporangium gelisimi,
megasporogenez, megagametogenez, disi gametofitleri sitolojik ve histolojik olarak
incelenmis ve gametofit gelisiminin normal oldugu tespit edilmistir. Cekirdek ve embriyo
kesesi tipleri Leucojum ve Galanthus'da bazi farkliliklar gostermektedir. Sinerjitler,
yumurta hiicresi ve fonksiyonel megasporlarda polarite belirlenmistir. L. aestivum'un
yumurtacig1 anatropous, bitegmic ve crassinucellate tipindedir. i¢ integument, Micropyle'
olusturur. Archesporial hiicre dogrudan bir megasporositeye doniisiir. Embriyo kesesi
gelisimi bisporik Allium tipindedir. Sinerjitlerde filiform aparat goézlenir. Kutupsal
cekirdekler, giibrelemeden oOnce, antipodallerin yakininda ikincil ¢ekirdegin olusmasini
saglar. Bu calismadan elde edilen veriler, ayn1 zamanda taksonomide kullanilan

embriyolojik 6zelliklere de katkida bulunacaktir (Ekici ve Dane, 2008).

Bulgaristanda yapilan ¢alismada, L. aestivum’un, bakteriyel ¢iiriik belirtileri incelenmistir.
Patojenite testleri, fizyolojik 0Ozellikler, PZR temelli yapilan ¢aligmalar sonucunda L.
aestivum’un  bakteriyel ¢lrlimesinin temel nedeninin, Burkholderia gladioli ve
Pseudomonas marginalis oldugu tespit edilmistir. Nehirlerin kirlenmesinin temel
nedeninin soganl bitkilere bulasan, toprakta ve suda yasayabilen patojenlerin bu ortamlara
bulasmasi sonucu olabilecegi ve boylece dogal L.aestivum alanlarmin bozulmasina neden

olabilecegi ileri siirlilmektedir. (Stoyanova, Georgieva, Moncheva ve Bogatzevska, 2012).
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Ilag endiistrisinde ilag iiretiminde hammadde olarak kullamlan L. aestivum L.'nin vitro
klonal g¢ogaltimi i¢in 24 klon ¢ogaltilmis ve yayilma katsayisi, siirgiin ve sogancik
morfolojisi, alkaloid profili ve galantamin, likorin ve dort ilgili alkaloid igerigi
degerlendirilmistir. Ticari olarak 6nemli populasyonlar ile mukayese edilebilir olan in vitro
klonlarin yiiksek galantamin konsantrasyonlari, alternatif bir alkaloid kaynagi olarak
kullanilmalar1 igin iyi bir 6n kosul oldugu gézlenmistir. Ortam kompozisyonunun ve kaltur
kosullarmin iyilestirilmesi secilen Kklonlarin in vitro ortamda galanthamin Gretiminin

arttirtlabilecegi siiriilmiistiir (Bogdanova ve digerleri, 2009).

Yapilan arastirmada in vitro galantamin biyosentezi blylme duzenleyicileri, ortam
bilesenleri, kiiltiir kosullar1 ve biyoreaktor sistemleri konusundaki son teknoloji gdzden
gecirilmistir. Galantamin ve Amaryllidaceae alkaloitlerinin farkli eksplantlardan elde
edilen filiz kiiltiirleri ile biyosentezi (soganlar, gen¢ meyve ve tohumlar) arastirilmistir.
Bitki in vitro sistemleri, galantamin biyotretimi igin bir alternatiFT-IR. Bununla birlikte,
elde edilen verimler hala ¢ok diisiiktiir ve ilag endiistrisi i¢in cazip degildir. Bu
dezavantajin iistesinden gelmek i¢in siire¢ optimizasyon ile entegre bir yaklagim
uygulanmalidir. Boyle bir yaklasimda kritik bir nokta, siirglin yetistirme ig¢in uygun

biyoreaktor tasariminin gelistirilmesidir (Berkov ve digerleri, 2014).

Galantamin ekstraksiyonu i¢in kullanilan bitkilerin fitokimyasal incelemeleri, galantamin
maddelerinin bitki kaynagini kontrol etmek i¢in kullanilabilen kompleks ve degisken
alkaloid kaliplarin1 ortaya ¢ikarmistir. Alkaloid karisimlarda daha yiksek oranda
galantamin sahip Urunlerin piyasaya sdrilmesi de ilgi cekicidir. Bunun, bilesigin
izolasyonunu ve saflastirilmasini kolaylastiracak ve ekstraksiyon maliyetlerini azaltacagi
ongoriilmektedir. Bu baglamda, hem ekinlerde hem de in vitro Kkiiltiirlerde O-
metilnorbelladin'in para-orto oksidatif baglamasindan gelen iirlinlere yol agan biyosentetik
yolun genetik manipiilasyonu hala kesfedilmemis bir alan olmasindan ve galantamin
sentezinin in vitro ¢aligmalar1 baslangi¢ asamasinda oldugundan diger galantamin Ureten
tiirlerin tanitim1 ve galantamin bakimindan zengin genotiplerin se¢imi in vitro biyoreaktor
yetistirme kosullarinin  optimizasyonu ile birlikte uygulanmasi gerektigini ileri

stirmiiglerdir (Berkov ve digerleri, 2009).
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6. SONUC ve ONERILER

Son yillarda Amaryllidaceac familyasina ait diger tiirlerde ve L. aestivum alkaloidlerin
biyolojik aktiviteleri lizerine ¢aligmalar artmistir. L. aestivum Amaryllidaceae familyasinin
onemli bir turadar. L. aestivum 0-1100 m arasinda nemli ¢ayirliklarda ve bataklik
alanlarda yayilis gostermektedir. L. aestivum iilkemizde Istanbul, Kocaeli, Beysehir,
Bursa, Bolu, Konya, Erzurum ve Samsun olmak lizere 8 ilde yayilis gosterir (Davis ve
digerleri, 1984). L. aestivum turl sahip oldugu galantamin gibi degerli alkoloidleri
nedeniyle biyokimyasal ve medikal arastirmalarda yogun olarak kullanilan, tip alaninda
onemli bir yere sahip olan tirddr. Galantamin, Alzheimer, poliomyelitin, ¢ocuk felci,
yaslilik demansinin semptomatik tedavisi ve diger nérolojik hastaliklar i¢in kullanilan geri

doniisiimlii, rekabetei ve uzun etkili bir asetilkolinesteraz inhibitdradr.

Gunimuzde bitki bazli biyolojik olarak aktif kimyasal bilesikler énemli bir tartisma
konusu haline gelmistir. Farmasétik bilesiklerin gelistigi tarihte bitki, dogaya taklit ve ilag
malzemelerinin izolasyonunda O6nemli bir faktér olarak distiniilmistiir. Bugiine kadar
yapilan arastirmalar, yaygin olarak kullanilan biyolojik olarak aktif metabolitler olarak
flavonoidler, fenolikler gibi sekonder metabolitlere yonelmistir. L. aestivum'daki ¢ogu
caligma, sadece olumlu etkileri olarak galantamin sunan az sayida spesifik alanda
gerceklestirilmisgtir.  Simdiye kadar, L. aestivum ekstraktlarinin antimikrobiyal ve
antioksidan aktiviteleri ile kimyasal bilesimlerin belirlenmesi ile ilgili higbir arastirma

yapilmamustir.

Dogal antioksidanlarin en onemli kaynagini bitkiler olusturmakta oldugundan bitkisel
kaynakli besinlerin kullanilmas:1 6zendirilerek artmaktadir. Antioksidanlar molekuler
diizeyde cok biiyiik ¢esitlilik gostermekte oldugu igin antioksidan maddelerin bitkilerdeki
miktarlarin1 ve dagilimlarini aragtirmaya olan ilgi ve arastirmalar giin gegtikce artmaktadir.
Bu arastirmalar sonucunda yiiksek antioksidan aktivite gésteren molekdlleri iceren bitkisel
kaynakli besinler Onerilmektedir. Bu amacla Amaryllidaceae familyasinin iiyelerinden biri
olan L.aestivum bitkisi tibbi bitki olma potansiyeli tespit edilmek {izere toplanarak
temizlenip kurutuldu. Bitkinin toprakalt1 ve toprakustl kisimlar ayrilarak etanol, metanol,
hekzan ¢oziiciileri ile ekstraktlart hazirlandi. Ekstraktlarin antioksidan etkileri 1,1-difenil-

2-pikril-hidrazil (DPPH), demir indirgeme, metal selatlama, total flavonoid, total fenolik
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yontemleri ile tayin edildi. Elde edilen sonuglar, kontrol olarak kullanilan butillenmis
hidroksianisol (BHA), gallik asit, kersetin, resorsinol ve askorbik asitin antioksidan etkileri
ile karsilastirildi. Ekstraktlarin total fenol miktarlar1 belirlenerek, degisik dalga boylarinda
HPLC analizi ile pik alanlar1 tespit edildi. HPLC ile hazirlanan ekstraktlardaki katesin,
kersetin flavonoidleri ve gallik asit fenolik bileseni miktar1 belirlendi. Toprakistu ve
toprakalti ekstraktlarmin FT-IR analizi sonuglarma gore alifatik ve aromatik bolgelerde
pikler goriilmistiir. Toprakaltt ekstraktlarinda NH grubuna rastlanmamistir. TLC
sonuglaria gore toprakiistii ekstraktlarinda florosan 6zellik gosteren bilesenlerin oldugu

goriildii. Ayrica flavonoid 6zellik gosteren maddelerin varligi bulunmustur.

Standart olarak askorbik asit, butillenmis hidroksianisol ve resorsinol kullanarak yapilan
calismada DPPH (serbest radikal sonimleme aktivitesi) yontemi ile farklhi
konsantrasyonlardaki bitki ekstraktlarinin oldukg¢a yiiksek serbest radikal sénimleme
aktivitesinin oldugu g6zlemlendi. Ayrica elde ettigimiz DPPH sonuglari L. aestivum'un 5
numaral1 toprakalti etanol bitki ekstraktinin diger bitki ekstraktlarma gore daha iyi 1C50
degerlerine sahip oldugunu gostermistir. Serbest radikal DPPH"'1t % 50 azaltmak igin
gereken antioksidan konsantrasyonu olan [IC] 50 degerleri, 1, 2, 3, 4, 5, 6 i¢in sirasiyla
317,169, 167, 345, 144 ve 442 olarak hesaplanmistir.

EDTA ve gallik asit pozitif standartlarini1 kullanarak gerceklestirmis oldugumuz bitki
ekstraktlarinin metal selatlama aktivitesi bakimindan analizlerinde ise 1, 2, 4, 5 numarali
toprakalt1 ve toprakiisti metanol ve etanol ekstraktlarindan 3 ve 6 numarali toprakalt ve
topraklsti hekzan ektraktlarina gore daha basarili sonuglar elde ettik. Antioksidan
aktivitenin belirlenmesine yonelik yapmis oldugumuz bagka bir caligma olan indirgeyici
aktivite icin standart olarak Asc (askorbik asit), ve BHA (butillenmis hidroksianisol) ‘1
kullandik. Indirgeyici aktivitesi en yiiksek olan bitki ekstrakti, 2 numaral toprakalt: etanol
eksrakti iken, 1 numarali toprakalti metanol ekstrakti onu takip etmektedir. Daha sonra ise
5 numarali ekstrakt olan toprakistu etanol gelmekte ve onu 4 numarali bitki ekstrakti olan
toprakistl metanol ekstrakti takip etmektedir. 3 ve 6 numarali toprakalt1 ve toprakusti
hekzan ekstraktlarinin ise indirgeyici aktivitesinin oldukca az oldugu goriilmiistiir.
Toprakalti ve toprakisti bitki ekstraktlarinin fenolik ve flavonoid igerigini inceledigimizde
ise toplam fenolik igerigin en yiiksek degeri 5 numarali toprakisti etanol ekstrakti iken, 1
numaralt toprakalti metanol ekstraktinin daha yuksek toplam flavonoid igerigine sahip

oldugu goriilmiistir.
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Calismamiz i¢in antioksidan aktiviteler solvent polaritesi ve bitki kismi tarafindan kontrol
edilmistir. Saptanan diyot dizisi ile HPLC metodu, L. aestivum'un alt1 farkli
ckstraktlarinda (1, 2, 3, 4, 5, 6) gallik asit, katesin ve kersetin kantitatif tayini icin
gelistirilmistir. HPLC ve toplam fenolik flavonoid igerigi sonug¢larinin antioksidan aktivite
sonuclart ile korele oldugu gorilmiistiir Etanol ve metanol ekstraktlarinin
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkileri igin buyik bir potansiyeli oldugu
goriilmiistiir ve anti-inflamatuar bilesik tasarimda kullanilabilirler. Bir diger 6nemli detay,
DNA etkilesimi sonuglari ile oldukea ilgili olan MIK (minimum inhibitdr konsantrasyon)
sonuclaridir. L. aestivum, ciceklenme doneminde toplandiginda, oOgiitiilmiis bitki
parcalarinin toprakalti 6zlerinin, toprakusti 6zlerinden daha fazla biyolojik aktiviteye sahip

oldugu goriilmiistiir.

Baz1 sekonder metabolitler siklikla stres durumunda bitkilerde goriiliir. L. aestivum'un
ciceklenme doneminde, toprakalti bitki pargalarinin etanol 6zleri digerlerine gore daha
fazla sekonder metabolit icerir. Son olarak, toprakaltindaki L. aestivum pargalarinin etanol
Ozlerinin biyolojik aktivitesi, flavonoid / fenolik igerigin ve miktarin sinerjistik etkilerine
bagl olarak digerlerinden daha yiiksektir. Bu ¢alisma ile antioksidan ve antimikrobiyal
ozellikler, DNA etkilesimleri ve HPLC ile kimyasal bilesimlerin tanimlanmasini igeren bu
ekstraktlarin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu ¢alisma ile L.
aestivum ekstraktlarinin yiiksek fenolik ve flavonoid igerigi ile yiiksek antioksidan aktivite
gosterdigi ve antimikrobiyal aktivite sonuglarinin DNA etkilesimi ile iliskili oldugu
belirlenmis oldu. Ekstraktlarin kizilotesi spektroskopisi FT-IR (Fourier Doniisiimlii
Kizildtesi Spektroskopisi) ile analiz edilmistir. Fonksiyonel gruplari belirlemek i¢in TLC
(Ince Tabaka Kromotografisi) kullamlmistir. Bu calismanin ile dogal bilesiklerden
antioksidan ve antimikrobiyal aktivite sergileyen bilesik gruplarmin ekstraksiyonlari
iizerine yapilan caligmalara katki saglayacak bir caligma olacaktir. Ciinkii yapmis

oldugumuz bir siirli ¢alisma ile sonucu destekledik.

L. aestivum L. (gol sogan1), farmakolojik olarak aktif alkaloidler treten ilging farmakolojik
ozelliklere sahip oldugundan, ekonomik bir girdi olusturmaktadir. Farmasotik endstriler,
galantamin ve L. aestivum bitkileri ile 6zellikle ilgilenirler ve bu da bitkinin talebini artirir.
Farmasotik pazarin artan talebi ve bitki kaynaklarinin sinirlt bulunabilirligi gbz Oniine
alindiginda L.aestivum yok olma tehlikesiyle karsi karsiya gelmistir. Bitkiden in vitro

kaltarler kullanilarak iretilen galantamin gibi degerli alkaloidler alternatif bir yontem
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olabilir. T1bbi bitkilerin ekonomik degerinin arastirilmasi iizerine yapilacak tiim ¢alismalar
farkindalig1 artirarak bitki genetik kaynaklarimin kullanimi ile ilgili stirdiirilebilir
politikalarin uygulanmasina katki sagliyacaktir. Kanitlanmis alkaloid profillerine sahip
tlrlerinin in vitro depolanmasi sonucunda habitat baskilar1 azalacak ve tiirlerin tahribati
onlenecektir. Bu tiir politikalarin gelistirilmesinin talepi asir1 derecede artirmasi nedeniyle
yok olma tehlikesine karst bu degerli tibbi bitkinin hem sanayi hem de dogal kaynak olarak
korunabilmesi ve hizli bir sekilde yayilabilmesi i¢in temel 6neme sahiptir. Galantamin in
vitro iiretimini optimize etmek i¢in bugiline kadar yiiriitiilen ¢alismalar olmasina ragmen,
bunun yani sira alkaloidlerin teorik verilerinin tahmini ile ilgili daha ekonomik ¢alismalar
artirllmalidir. Genetik ve miihendislik alanlarindaki ¢aligmalarda iiretkenligi en {ist diizeye
cikaracagi i¢in desteklenmelidir. Yapmis oldugumuz bu calismanin antioksidan ve

antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda katki saglamasini imit ediyoruz.
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