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OZET

Bu ¢alismada, L. aestivum'un polifenolik igerigi, spektrofotometrik ve kromatografik
yontemlerle belirlenmistir. L. aestivum'un yaprak ekstraktlarinda toplam fenolik igerik,
12,937+0,057 mg GAE/g KB ve sogan ekstraktlarinda 3,947+0,023 mg GAE/g KB
olarak belirlenmistir. Toplam flavonoid igerik ise, yaprak ekstraktlarinda 10,620+1,670
mg CAE/g KB ve sogan ekstraktlarinda 0,820+0,624 mg CAE/g KB olarak belirlendi.
Antioksidan potansiyelinin degerlendirilmesi i¢in DPPH, ABTS™ ve RPC analizleri
yapildi. L. aestivum'un yaprak ekstraktlarinin, sogan ekstraktlarindan daha fazla
antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Bu sonug, L. aestivum'un yapraklarinin
onemli bir antioksidan kaynagi oldugunu goéstermistir. Fenolik bilesikler HPLC ile
tanimlandi.  Antimikrobiyal analizler bes farkli patojenik bakteri susuna karsi L.
aestivum'un metanol ekstraktlarmin  antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir.
Ekstraktlarin bu suslara kars1 aktivitesi olmadigi gozlendi. Ekstraktlarin sekiz mantar
susuna karsi antifungal aktivitesi de incelenmistir. Metanolik yaprak ekstraktlarinin,
Alternaria citri'ye kars1 en etkili oldugu ve Penicillium glabrum ve Cladosporium
cladosporioides'e karsi etkili bir antifungal oldugu belirlenmistir. L. aestivum'un yaprak
transplantasyonu ve yiizey kisimlari ile sogan kesitine anatomik c¢alismalar yapildi.
Izobilateral yapragin her iki yiizeyinde de tetracytic tip stoma oldugu belirlendi.
Stomalarin yapraklarin eksenine paralel olarak dizildigi gdzlendi ve 20x biiylitme
objektifinde yaprak basma 4 ila 5 arasinda degistigi belirlendi. Mezofilin biiyiik
lizijendz bosluklardan 6zellikle hiicreler arasi bosluklara sahip izometrik parenkima
hiicreleri ve kristalimsi inkliizyonlar1 icerdigi gézlendi. Midvein gelismedigi gdzlendi.
Sogan i¢indeki parankima hiicrelerinde fazla miktarlarda nisasta tanelerinin varhigi
belirlendi. Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak mikromorfolojik yaprak
irtifalar1 gozlendi. SEM gozlemleri yaprak yiizeyinin tiiysiz oldugunu, epidermal
hiicrelerin sinirlara sahip oldugunu ve periklinal duvarlar iizerindeki ¢izgili zarlarin
oldugunu ortaya koydu.
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ABSTRACT
In this study, Polyphenolic content of |. aestivum was determined by

spectrophotometric and chromatographic methods. Total phenolic content in leaf
extracts of |. aestivum was 12,937 £ 0,057 mg GAE / g DW and 3,947 + 0,023 mg GAE
/ g DW in bulbs extracts. Total flavonoid content was 10,620 + 1,670 mg CAE / g DW
in leaf extracts and 0.820 + 0,624 mg CAE / g DW in bulbs extracts. DPPH, ABTS* and
RPC analyzes were performed to evaluate antioxidant potential. Leaf extracts of |.
aestivum were found to have more antioxidant activity than bulbs extracts. This result
showed that the leaves of I. aestivum are an important source of antioxidants. Phenolic
compounds were identified by HPLC. The antimicrobial activity of methanol extracts of
I. aestivum against five different pathogenic bacterial strains was investigated. It was
observed that the extracts had no activity against these strains. The antifungal activity of
the extracts against eight fungal strains was also investigated. Methanolic leaf extracts
were found to be most effective antifungal against Alternaria citri, Penicillium glabrum
and Cladosporium cladosporioides. Anatomical studies were performed on leaf
transplantation and surface and onion cross section of I. aestivum. Tetracytic type stoma
was found on both surfaces of isobilateral leaf. Stomata were observed to be aligned
parallel to the axis of the leaves and were determined to range from 4 to 5 per leaf in a
20x magnification lens. It was observed that the mesophyll contained isometric
parenchymal cells and crystalline inclusions with large lysigenous spaces, especially
intercellular spaces. Midvein did not develop. The presence of large amounts of starch
grains in the parenchyma cells in the onion was determined. Micromorphological leaf
elevations were observed using scanning electron microscopy (SEM). SEM
observations revealed that the leaf surface was glabrous, the epidermal cells had
borders, and that there were striated membranes on the periclinal walls.
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1. GIRIS

Ulkemi zengin bir bitki cesitliligine sahiptir. 3000 tanesi endemik olmak (zere
10,000 bitki yetismektedir. Bu bitkilerden yaklagik 500 tanesini geofit tiirler (soganli,
rizomlu veya yumrulu bitkiler) olusturur. Yaklasik yiiz yildir i¢erisinde soganli-gicekli
bitkilerin bulundugu geofitler yurt disina ihrag edilmektedir, ve bunlar ihracatta 6nemli
bir yer tutmaktadir. Ozellikle 1960 11 yillarda baslayan ticaret biiyiik boyutlara ulasmis
ve pek cok tiir tahrip edilnmistir [1].

Pek ¢ok hastaligin tedavisi basta olmak iizere, saghigin korunmasi i¢in ilag olarak
alternatif ve modern tipta tibbi bitkiler kullanilmaktadir. Ek olarak gida katki maddesi,
bitkisel ¢ay ve ¢esni olarak da tlketilmektedir. Bu bitkiler kozmetik sanayiinde viicut
bakim iriinii olarak kullanilmasina ilaveten tarimda bocek ilaci yapiminda
kullanilmaktadir. Bitkilerin kék, gévde, yumru, yaprak, kabukve ciceklerinden droglar
hazirlanir. Pek ¢ok kullanim alanma sahip tibbi bitkiler aslinda biyolojik ve endiistriyel
kaynaklardir. Son yillarda bu bitkilere talep giderek artmaktadir. Ayrica sentetik olarak
iiretilen ilaglara nazaran daha az yan etkisi oldugu ve ¢ok yonlii etkileri bulundugundan
degeri giderek artmaktadir. Biitiin Diinyada 80,000 civarinda bitki tirii modern ve
geleneksel tipta kullanilmaktadir. Kozmetik ve botanik te kullanilanlar bu rakama dahil
edilmemistir. Kozmetik ve botanik endiistrisinin de kullandig1 bitki tiirleri bu sayiya
dahil degildir. Tibbi bitkilerin dogadan hoyrat¢a kullanilmasini engellemnek i¢in 2007
yilinda “Tibbi ve Aromatik Bitkilerin Dogadan Siirdiiriilebilir Toplanmasinin
Uluslararasi Standardi (ISSC-MAP)” olusturulmustur [2].

Bitkiler insanlik tarihi boyunca hastaliklarini tedavi etmek icin bitkileri kullanmagtir.
Insanlar saglikli yasayabilmek icin bitkilerin tedavi edici 6zelligini kullanmiglardir.
Anadolu’da halk hekimligi uygulamasi yani geleneksel tiptan faydalanma ytaygindir.
Modern tibbm kullandig: ilaglarn pek ¢ogu da aslinda bitkilerden elde edilmektedir.

Ulkemizin ii¢ fito cografik bolsistigi yerde bulunmasi Avrupa ve Asya floralari arasida



koprii olmasi iilkemizin bitkisel zenginligini olusturmaktadir. Ulkemiz pek ¢ok cins ve
seksiyonun orijin ve farklilasim merkezi durumundadir. Buna karsin, bitKi

zenginliginden yeterince faydalanamamaktayiz [3].

Ulkemiz bulundugu cografi konum ve iklim &zellikleri nedeniyle ¢ok ¢esitli bitki
tiirlerine sahiptir. Giiner ve ark. (2012)’nin "ilk Milli Flora Listemiz" olarak
degerlendirdikleri "Tiirkiye Bitkileri Listesi (Damarli Bitkiler)" isimli ¢aligmalarinda
Tiirkiye Florasi’nda ismi gecen fakat yayilisi itibar1 ile Anadolu’da bulunmayan, Dogu
Ege Adalarinda yayilis gosteren tiirlerin listeden c¢ikartilmast ve son yillarda artan
revizyon c¢alismalar1 sonucunda bazi taksonlarm sinonim yapilmasi ile Ulkemizde
bulunan toplam tir ve tiir alt1 takson sayisi, yabanci kaynakli ve kiiltiir bitkileri dahil
11,707, endemik takson sayist 3649 ve endemizm oranim1 % 31,82 olarak
belirlemislerdir. Endemik tiirler bakimindan en zengin bolgelerimiz Akdeniz, Dogu

Anadolu ve i¢ Anadolu bolgeleridir [4].

Tiirkiye Florasina gore, Ulkemiz 174 familyaya ait 1251 cins ve 12,000’den fazla tiir
ve tiir alt1 taksonu ile olduk¢a zengin bir floraya sahiptir. Bu taksonlardan 234°i yabanci
kaynakli ve kiiltiir bitkisidir. Kalan kismi ise tlkemizde dogal olarak yetisen bitkilerdir.
TUm Avrupa kitasimin 12,000 civarinda bitki taksonuna sahip oldugu diistiniiliirse
Ulkemizin bitki ortiisti bakimindan nedenli zengin oldugu goriilmektedir. Yeryiiziinde
sadece belirli bolgelerinde yayilis gosteren endemik tirler bakimindan da Ulkemiz
olduk¢a zengindir. Tiim Avrupa {lilkelerindeki toplam endemik takson sayis1 yaklasik
2750 iken Glkemizdeki endemik tiir sayis1 2891°dir. Bu sayiya endemik olan 497 alt tiirii
ve 390 varyeteyi dahil ettigimizde toplam endemik takson sayis1 3750’den fazladir [5].

Amaryllidaceae familyas1 otsu ¢ok yillik bitkilerden olusan bir familyadir [6].
Amaryllidaceae ailesi bitkileri, icerdikleri aktif maddeler ve 6zellikle alkaloidler
acisindan ila¢ ve tip diinyasinda oldukg¢a onemli bir yere sahiptir [7]. G61 sogan1 olarak
bilinen Leucojum aestivum L. (Amaryllidaceae), su anda Bulgaristan'da ticari bir
galantamine kaynagi olarak kullanilan tehdit altindaki bir bitki tiridir [8]. Leucojum
tirlerinden izole edilen pek cok biyoaktif 6zellik gosteren bilesikler bulunmus ve bu

bilesiklerin antikolinesteraz, antibakteriyel, antifungal, antiplatelet, antimalarial,



insektisit ve sitotoksik etkilerinin oldugu belirlenmistir. Leucojum aestivum L. tiri
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilsa da Oncelikli olarak Alzheimer hastaliginin

tedavisinde biiylik 6nem tasir [9].

Bu calismanin amaci, toplam fenolik, flavonoid ve antioksidan kapasitelerinin
belirlenmesinin yani1 sira bu bitkide bulunan fenolik asitlerin tayininin yapilmasidir. Ek
olarak, bitki materyalinin antimikrobiyal etkinligini belirlenmistir. Ayrica, bitkinin
sogan ve yaprak kisimlarindaki galantamine seviyesini belirleyerek, bu bitkinin
kullanimin1 yeniden diisiinmek, Alzheimer de dahil olmak iizere hastaliklarm tedavisi

icin ilag liretimine katkida bulunmak i¢in tibbi 6neme sahip oldugunu vurgulamaktir.



2. GENEL BELGILER

2.1. Bitkinin Tamimlanmasi ve Dagihsi:

2.1.1. Amaryllidaceae Familyasinin Genel Ozellikleri:

Amaryllidaceae otsu ¢ok yillik bitkilerden olusan bir familyadir. Aspargalles takimi
ve amaryllis cinsine ait tek c¢enekli bitkilerdir. Bunun igin Amaryllis familyast bu

familyanin ortak adidir [6].

Tropik ve subtropik bolgelerde yayilim gosterir. Toprakalt1 kisimlar1 sogan, kormus
veya rizom seklindedir. Yapraklar1 yassi, linear, bazen etli, sert ve liflidir. Cicekler
hermafrodit; aktinomorf olup tek basina veya umbellaya benzer durumlarda ve tabani
spatalidir. Tepaller iki halka {izerinde, serbest veya birlesiktir, bazen parakorolla tasir.
Stamen 6 tanedir, ovaryum alt durumlu, sinkarp, 3 karpelli, 3 g6zli ve ¢ok ovalludir.
Genel gicek formull Ps+3 As+3 G3) Liliaceae' ve benzeyen bu familya, ovaryumun alt
durumlu olmasi, Eerigonun bazen parakorolla tagimasi, ve yapraklarinin hi¢ bir zaman

ladot sekline doniismemis olmasi gibi 6zellikleriyle ondan ayrilir.

Pek cogu giizel ¢igekli oldugu igin siis bitkileri yoniinden 6nemli bir familyadir.
Familyada 85 cins ve 1300 tiir bulunur. Tiirkiye’de 8 cins ve 28 tiirii yetigir. Pancratium
maritimum (kum zambagi), Akdenizi ¢evreleyen iilkelerde, ayrica Tiirkiye’nin Kuzey
Giiney ve Bati sahillerinde kumlar i¢inde yetisen ¢ok yillik, biiylik soganl bir bitkidir.
Bitki haziran-ekim aylarinda ¢igek agar; ¢igekleri beyaz renkli, 10-15 cm boyunda huni
seklinde ve kokuludur, 3-10 tanesi bir arada, bir sapin tepesindedir. Ciceklerde
parakorolla bulunur ve stamenler parakorollaya baghdir. Ovaryum 3 gozlii, meyva tipi
kapsiildiir. Tohumlar ¢ok sayida ve siyah renklidir. Bitki Eczacilikta kullanilmaz; ¢lnki
adasoganindaki gibi bir etkisi yoktur, bu nedenle karistirilmamalidir. Bulbus Scillae'

den farkli olarak soganlarinda iri taneli nigasta bulunur. Soganlar1 ¢ok fazla olmamakla



birlikte, siis amaciyla ihra¢ edilir; ayrica yetisme ortami nedeniyle turizmin etkisi

altinda bulundugundan bitki yildan yila azalmaktadir [10].

2.1.2. Leucojum Cinsinin Genel Ozellikleri:

Soganli, yapraksiz govdeli, ¢cok yillik bitkilerdir. Butlin yapraklar bazal ve lineerdir.
Cicek durumu umbellat tiptir. Cigekleri beyaz renkli, kampanulat tipte ve nodludur.
Hipantial tiip ve korona bulunmaz. Periant segmentleri serbesttir, hepsi birbirine benzer
ya da benzemeyebilir. Filamentler anterlerden daha kisadir. Anterler apikulat degildir.
Kapsiil subglobozdur. Tohumlar ¢ok sayidadir, strofiol bazen bulunur. Amaryllidaceae
familyasina ait Leucojum cinsinin tiirlerinin taksonomisi iizerinde uzun yillar
caligtlmistir [11]. Leucojum cinsi dort gruba veya alt tiirlere ait 11 tiirden olusur. L.
aestivum, Aerosperma alt tirtnln tek tiridar [12]. Son yillarda, Leucojum cinsi sadece
iki turle temsil edilir, bunlar L. aestivum ve L. vernum'dur. Turkiye'de ve Trakya'da

yaygin olan tiirler L. aestivum subsp. Pulchellum dur[13].

2.1.3. Leucojum aestivum L. Turunun Ozellikleri:

Gol soganmi (Leucojum aestivum L.) (Sekil 2.1), Avrupa-Akdeniz bolgesindeki
Amaryllidaceae familyasina aittir, farmasotik olarak énemli alkaloidler icerir[14].
Ulkemizde akgabardak, kabalak, sarikli kokii olarak adlandirdig1 gél sogan1 (Leucojum
aestivum L.) olarak adlandirilir. Tiirkiye’de 30-60 cm boyunda, Kuzey Anadolu'nun
yiiksek ve nemli meralarinda yasayan ¢ok yillik ve soganlh bir bitkidir. Tiirkiye i¢in
onemli bir ihracat malzemesidir[15]. Molekiiler ¢alismalar Leucojum cinsinin, Akdeniz
bdlgesindeki veya Orta Avrupa'daki iki cinsin ortak atalarmin kékeni olan Galanthus L.
ile yakindan iliskili oldugunu gdstermistir ve Kuzey Afrika ve Iber Yarimadasi' nin bu

boliimiin en muhtemel bolgeleri oldugunu ileri siirdii [12].

Tirkiye’de Leucojum aestivum L., Gol sogami Kabalak, Sarikli kokli olarak
adlandirilir. Yapraklar, genis, dogrusal, 22-62 cm X 7-14 mm, iki kanathdwr. Kanatlar,
dar, cam gibi, birbirinden uzak, kenarlar1 dis seklinde kiiciik ¢ikintilidir. Cicek sap1
lizerinde esit araliklarda, 2-5 adet semsiye seklinde c¢an goriiniimlii ¢icekler

bulunmaktadir. Cigeklenme zamani Mart- Haziran aylaridir. Tohumlar siyah ve 5-7



mm’dir. 1-1100 m’de nemli gayirlik ve bataklik yerlerde yetisirler. Istanbul, Kocaeli,
Bursa, Bolu, Samsun, Konya, Beysehir ve Erzurum’da dogal olarak bulunur. Peyzaj

diizenlemelerinde, kaya bahgelerinde, dogal ve yapay goller, havuzlar ve nemli

alanlarda, agag ve calilar ile birlikte ve bordiirlerde kullanilirlar [16].

Sekil 2.1. Leucojum aestivum L. ( G61 sogan1 ) [17]

2.2. Fenolik Asitler:

2.2.1. Fenolik Asitlerin Tanima :

Genel olarak, bitki fenoliklerinin tanimi s6z konusu oldugunda, "fenol" terimi, bir
veya daha fazla hidroksil ikame edicisine sahip olan bir fenil halkasmi tanimlayan
kimyasal bir terimdir. "Polifenol™ terimi, fonksiyonel turevleri de dahil olmak Uzere bir
veya daha fazla hidroksil ikame ediciyi igeren en az iki fenil halkasi iceren dogal
iirlinleri tanimlamak i¢in kullanilabilir, ancak bu tiir bir tanim, fenolikler baglaminda
bdyle bir tanim degildir. Clinkii esas olarak terpenoid olan gossipol, fenolik karotenoid
3-hidroksiizorenieraten (I) veya fenolik kadin cinsiyet hormonu &estronu (II) gibi

bilesikleri igerecektir [18].



Fenolik maddeler bitkisel kaynakli besinlerin lezzetine buruk bir tat verir ve rengine
etki eder. Meyve ve sebzelerde genel olarak ¢cok az miktarda bulunan 6nemli bir madde
grubudur. En basit fenolik madde bir adet hidroksil grubu igeren benzendir. Bu grup

fenol olarak adlandirilir diger fenolik maddelerin de fenol den tiiredigi bilinir [19].

Fenolik bilesikler, bitkilerde ana sekonder metabolit sinifidir ve fenolik asitlere ve
polifenollere boliintirler (Sekil 2.2). Bu bilesikler, bir veya daha fazla fenolik gruba
bagli mono ve polisakaritler ile birlikte bulunur veya ester veya metil esterler gibi
tirevler halinde olusabilir. Birka¢ fenolik bilesik sinifi arasinda fenolik asitler,
flavonoidler ve taninler ana diyet fenolik bilesikleri olarak kabul edilir. Fenolik
bilesiklerin antioksidan aktivitesi, serbest radikalleri temizleme, hidrojen atomlari,

elektronlar veya selat metal katyonlar1 bagislama kapasitesine dayanir [20].

Basit fenoller, birka¢ meyveden izole edilmis p-kresol (6rnegin ahududu, bogiirtlen),
3-etilfenol ve 3,4-dimetilfenol gibi monofenolleri igerir, 6rnegin baz1 kakao
cekirdeginin ve muhtemelen hidrokinon gibi difenollerin dumanli tadini sorumlu oldugu
bulunmustur. Tipik bir hidrokinon tiirevi sesamol susam yaginda bulunmustur. Susam
yaginda bulunan sesaminol gibi birkag¢ sesamol tiirevinin, gli¢li antioksidan aktiviteye
sahip oldugu degerlendirildi. Cay katesinlerinde esterlenmis formda bir trifenol olan
gallik asit bulunur. Galik asit, Kinik asit esterleri veya hidrolize edilebilir tanenler olarak

¢Oziinilir formda bitkilerde olusabilir [21].

Polifenoller dogada en yaygin metabolit sinifi arasindadir ve dagilimlar1 neredeyse
her yerdedir. 100,000 ila 200,000 sekonder metabolitin var oldugu ve fotosentez ile
sabitlenmis karbonun %20'sinin fenilpropanoid yolagina kanalize edildigi, bu nedenle
flavonoidler ve stilbenler gibi dogal olarak meydana gelen fenoliklerin ¢ogunlugunun
iretildigi tahmin edilmektedir. p-kumarik asit, polifenoller degildir, ancak bunlar,
"fonksiyonel polifenoller" olarak bilininler ve polifenollerle ayni 06zelliklerde

karakterizedirler [22].

En Onemli radikal temizleyicileri fenolik antioksidanlardir. Peroksi radikallerini

hidroperoksitlere doniistiiriirler ve kendilerini fenoksi radikallerine doniistiirtirler.



Fenoksi radikali, radikal olmayan iiriinlerle sonu¢lanan baska bir peroksi radikaliyle
reaksiyona girebilir. Bununla birlikte, olusan fenoksi radikalleri ayrica polimer
zincirinden bir hidrojen soyutlayabilir ve bu sekilde yeni bir oksidasyon dongiisii
baslatir. Fenolik antioksidanlarin ¢ogu, 2 ve 6 pozisyonlarinda iki tigtinctl butil grubu
icerir; Bu gruplar olusturulmus fenoksi radikalini (sterik engel) koruyabilir ve yeni bir
oksidasyon dongiisliniin baslatilmasini onleyebilir [23]. Renkten (sar1 gibi, portakal,
kirmizt ve mavi pigmentler), tat ve lezzet (6rnegin vanilin ve djenol) yiyeceklerin
baslica polifenol karakteristliklerden biri radikal temizleyici kapasitesi ve antioksidan
ozelliklerle proteinlerin etkilesime girme kabiliyetine karisir. Yiiksek antioksidan
kapasitesi, polifenolleri, bitkilerin patojen ve avcilara karst kimyasal olarak
korunmasinda ve bitki-bitki etkilesimlerinde rol oynayan onemli bir faktordiir [24].
Meyve, bitki, sebze, tahil ve fenolik yoniinden zengin diger bitki materyallerinin 6zleri
gida endistrisinde giderek daha fazla ilgi ¢ekmektedir, ¢linkii lipitlerin oksidatif
bozulmasini yavaslatir ve boylece yiyeceklerdeki besin degerini ve iyilesme kabiliyetini

arttirmr [25].



Polifenoller

Fenolik asitler Flavonoidler Taninler Stilbenler
Hidroksi Benzoik Flavonollar Tanin turevleri
Asitler
Hidroksisinnamik Flavonlar Hidrolize olabilir
Asitler taninler
Flavanonlar

Antosiyanidinler

[zoflavonlar

Sekil 2.2. Ana polifenolik bilesik smiflar1 [24]

2.2.2. Bitkilerde Bazi Onemli Fenolik Asitler:

e Gallik asit:

Galik asit (3,4,5 trihidroksibenzoin asit), hafif renksiz veya hafif sar1 bir kristalimsi
katidir [26]. Bitki materyali igerisinde serbest asitler, esterler, katesin tiirevleri ve
hidrolize edilebilir tanenler formunda gallik asit mevcuttur. Bu her yerde bulunan

kimyasal, bitki kokenli biyolojik olarak en aktif fenolik bilesiklerden biridir [27].

Ayn1 zamanda, metillenmis gallik asitler, 6rnegin, katesin tiirevlerinin siringic asidi
veya galloil konjiigatlar1 yani glikoz, Kinik asit veya gliseroliin [28] flanvan-3-ols veya

polgalloil esterleri olarak ortaya ¢ikar. Bu bilesiklere ilgi, radikal temizleyicileri olarak




farmakolojik aktivitesinden kaynaklanmaktadir. Kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser,
norodejeneratif hastaliklar ve yaslanma dahil, oksidatif stresin oldugu bir¢ok hastalikta

potansiyel koruyucu ve terapotik etkilere sahip oldugu kanitlanmustir [29].

Tibbi yonlere ek olarak, diger alanlarda da gallik asit uygulanir. Ik uygulamas: deri
ve deri endiistrisinde selat ajan1 olarak uygulandi. Gallik asit, bir antimikrobiyal ajan
olan trimetopim'in sentezi icin ve ayrica yiyecek ve iceceklerde, Ozellikle serbest

radikallere kagirma giiciinden dolay1 koruyucu olarak kullanilir [26].

e Ferulik asit:

Ferulik asit, 4-hidroksi-3-metoksisinamik asittir [29]. Ferulik asit, bitkilerde en bol
bulunan fenolik asitlerden biridir ve misir kepegi, bugday kepegi, patlican, enginar ve
pancar gibi gidalarda yiiksek konsantrasyonlarda bulunabilir. Cimenlerde bulunan
arabinoksilazlar ve bambudaki ksiloglukanlar gibi hiicre duvarindaki proteinler ve
polisakkaritler ile serbest, dimerize edilmis veya esterlenmis olarak bulunabilir [30].
FA'in bildirilen en iyi biyolojik aktiviteleri, hi¢ sliphesiz, temel olarak fenolik ¢ekirdegi
ve konjuge 3C-yan zincirinden dolay1 olan antioksidan 6zellikleri ile ilgili olanlardir.
Son ¢alismalar, FA'nin antioksidan ozellikleriyle, 6zellikle oksidatif hasarla iliskili
kronik hastaliklara karsi, ¢esitli saghk yararlar1 sagladigima dair kanitlar
desteklemektedir [31]. FA, antioksidan, antialerjik, hepatoprotektif, antikarsinojenik,
antienflamatuar, antimikrobiyal, antiviral, vazodilatuar etki, antitrombotik ve ¢ok c¢esitli
biyomedikal etkiler sergiler ve spermlerin canliligini arttirmaya yardimei olur. Ayni

zamanda, capraz baglama maddesi olarak gida korumasinda da uygulamalar1 vardir

[32].

e Rosmarinik asit:

Rosmarinik asit bir kafeik asit esteridir. Lamiaceae familyasma ait bitkilerde yaygin
olarak bulunan dogal bir fenolik bilesiktir [33].

Rosmarinik asit, antioksidan, antienflamatuar ve antimikrobiyal aktivitelere sahiptir.

Rosmarinik asidin antioksidan aktivitesi, E vitaminden daha guclidir. Rosmarinic asit,
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serbest radikallerin neden oldugu hiicre hasarin1 6nlemeye yardimci olarak kanser ve
ateroskleroz riskini azaltir. Rosmarinik asit, antienflamatuar 0Ozelliklere sahiptir.
Rosmarinik asitce zengin olan Perilla, anti alerjik aktivitesinde kullanilir. Rosmarinik

asit ayrica gida korumasinda da kullanilir [34].

e P-kumarik asit:

p-kumarik asit (4-hidroksisinnamik asit) [35]. Bitkilerde bulunan p- kumarik asit, bir

cok tibbi 6zelligi olan lignin ve tanen bilesenleri igerir [36].

p-kumarik asit, birgok meyve, sebze ve graminali bitkilerde esterlesmis veya serbest
asit formlarinda bulunur. p-kumarik, kismen kemoprotektan ve antioksidan ozellikleri
nedeniyle buyuk ilgi cekmektedir [37]. Biyolojik olarak 6ncil olarak fenilalanin ve
tirozin igeren shikimate yolla sentezlenir. P-kumarik asit, antioksidan, antienflamatuar,
antidiyabetik mellitus, anter-tlser, trombosit, antikanser aktiviteleri ve antimikrobiyal
ozellikler gibi ¢esitli biyolojik fonksiyonlara sahiptir. Ayrica ateroskleroz, oksidatif kalp

hasar1, okiiler dokulara UV kaynakl hasar, néral yaralanma ve gut 6nlenir [38].

e Kafeik asit:

Kafeik asit (KA, 3,4-dihidroksisinamik asit) [39]. Kafeik asit (KA), shikimate
yolagimi sekonder bir metaboliti olarak bir¢ok bitki tiirli tarafindan iiretilen dogal
olarak olusan bir hidroksisinamik asittir (HSA) [40]. KA, dogal ve sentetik tiirevleri,
diisiik konsantrasyonlarda bile giiclii antioksidan aktivite gdsterir. Ayrica, pek ¢ok
biyolojik arastirmada, kafeik asidin ve analoglarmin, antienflamatuar, antibakteriyel,
antiviral ve antitimor aktiviteleri de gosterdigi kanitlanmistir. Son arastirmalar, caffeate
esterlerinin, Ozellikle de metil caffeat'in sikraz ve maltaz inhibisyonu gosterdigini

gostermistir [41].

e Protokatesik asit:

Protokatesik asit (PKA, 3,4-dihidroksibenzoik asit), Olea europaea (zeytin), Hibiscus

sabdariffa (roselle), Eucommia ulmoides (du-zhong), Citrus microcarpa Bunge
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(calamondin) ve Vitis vinifera (beyaz sarap iiziimleri) gibi bircok gida bitkilerinde

bulunan bir fenolik bilesiktir [42].

Protokatesik asit (PKA), halk tibbinda kullanilan ¢ogu yenilebilir bitkide yaygin
olarak dagilir ve bulunur. Ayn1 zamanda insan diyetinde, kepek ve tahil kahverengi
piringte (Oryza sativa L.) ve soganda (Allium cepa L.), 6zellikle 6lgeklerde bulunan gok
yaygin bir bilesiktir. Protockatesik asit erik (Prunus domestica L.); bektasi liziimii
(Ribes uvacrispa L.); Gzimler (Vitis vinifera); ve normal bademler gibi findiklar
(Prunus amygdalus). PKA, antioksidan aktivite, antibakteriyel aktivite, antikanser
aktivite, antidiyabetik aktivite, antiageing aktivitesi, antifibrotik aktivite, antiviral
aktivite, antienflamatuar aktivite, analjezik aktivite, antiaterosklerotik aktivite, kardiyak
aktivite, hepatoprotektif aktivite, ndrolojik ve nefro koruyucu aktivite gibi potansiyel
etkisi icin bildirilmigtir [43].

e Sinapik asit:

Sinapik asit 3,5-dimetoksi-4-hidroksisinamik asittir. Serbest halde bulunabilir, ancak

diger hidroksisinamik asitler gibi, ester formunda da bulunur [44].

Bir fenolik bilesik ve liyesi terapotik olarak faydali oldugu ve genel olarak toksik
olmadig1 varsayilan fenilpropanoid ailesinin bir liyesidir. Sinapik asit, bitki kralliginda
(meyveler, sebzeler, tahil taneleri, yagli tohum bitkileri ve bazi baharatlar ve sifali

bitkiler) ve insan beslenmesinde yaygindir [45].

Sinapik asit, enfeksiyonlar, oksidatif stres, iltihaplanma, kanser, diyabet,
ndrodejenerasyon ve anksiyete gibi c¢esitli patolojik durumlara karsi test edilmis ve
raporlanmustir. Sinapin, 4-vinilsyringol ve syringaldehit gibi bazi sinapik asit turevleri
de sirasiyla asetilkolinesteraz inhibisyonu, antimutagenite ve antioksidan aktivite i¢in

calisilmustir [46].
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e Siringic asit:

Siringig asit (SA) (4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asit), baslica benzoik asitlerden
ve yenilebilir bitki ve meyvelerden tlretilen fenolik bilesiklerden biridir [47].

SA, gucli antioksidan, antiproliferatif,  antiendotoksik, antimikrobiyal,
antienflamatuar ve antikanser etkileri gibi ¢oklu farmakolojik 6zellikler gosterir [48].
Giincel raporlar, cesitli hayvan modellerinde potansiyel antianjiyojenik, glikotasyon
onleyici, antihiperglisemik, néroprotektif ve hafiza arttiric1 6zelliklerini iddia etmektedir
[49].

e Vanilik asit:

Vanilik asid (4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit) [50], vanilin okside seklidir ve
vanilya fasulyesinde ve geleneksel Cin tibbinda kullanmilan bir bitki olan Angelica

sinensis'te yiksek konsantrasyonlarda bulunur [51].

Cesitli ¢galismalar, immiin veya enflamatuar yanitlarin yonetiminde vanilik asidinin
etkinligine dair kanit saglamistir. Ornegin, vanilik asidi, insan lenfosit
proliferasyonunun ve insan periferal kan mononikleer hicrelerinde interferon-gama
salgilanmasmin aktivitesini arttirdi. Bagka bir ¢calisma, vanilik asidinin, konkanavalin A
ile indiiklenen karaciger hasarmda immiin aracili karaciger inflamasyonu {izerine
baskilayic1 etkisi ile hepatoprotektif bir etkiye sahip oldugunu gostermistir [52]. Bu
bilesikler genellikle giivenli olarak kabul edilir, dondurma, igecek, hamur isleri ve
sekerleme gibi gida irilinlerinde lezzet verici maddeler olarak yaygin sekilde
kullanilirlar ve ¢ok gesitli bakteri, maya ve kiiflere kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip
olduklar1 bilinmektedir [53].
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2.3. Flavonoidler:

2.3.1. Flavonoidlerin Tanima :

Flavonoidler, bugline kadar tanimlanmig 10,000'in {izerinde bilesigi olan ¢esitli bitki
metabolitleri grubudur. Ancak, bunlardan sadece c¢ok az bir kismi ayrintili olarak
incelenmistir. Bitkilerde zararli UV radyasyonuna veya bitki pigmentasyonuna karsi
koruma saglama gibi birka¢ Oonemli islevi vardir. Ayrica, antioksidan, antiviral ve
antibakteriyel 6zelliklere sahiptirler. Gen ekspresyonunu diizenler ve enzimatik hareketi
moduile ederler [54]. Bu bilesikler, shikimate-tiiretilmis fenilpropanoid (--> Ce-C3) yolu
ve asetat-mevalonatepolketit (--> Cs) yolagmin bir kombinasyonu ile bitkilerde
metabolik melezler olarak biyosentezlenen sekonder metabolitlerdir. Bu nedenle bunlar,
fenilpropanoidin (Ce-C3 birimi) karbon iskeletine sahiptirler ve fenilpropanoidler olarak
adlandirilan 6nemli bir dogal {iriin smnifi olustururlar. Daha kesin olarak, flavonoidlerin
molekiiler cercevesi, bir Cs-C3-Cs birimi yani, ana Cs-Cs biriminin kromon (benzo-p-
piron) ¢ekirdegi olarak mevcut oldugu flavonoid (fenil-benzoprone) iskeletinden olusur
[55]. Geleneksel olarak diinyadaki tiim kiiltiirlerde otlar ve baharatlar, ascilikta lezzet
verici maddeler ve tibbi olarak c¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde kullanilirlar. Baharat,
bir bitkinin kurutulmus bir kabugu, kokii veya bitkisel maddesi olabilir; bitki, meyve,
cilek veya herhangi bir otsu bitki gibi yesil yaprakli bir bitkinin pargasi olarak
adlandirilir. Otlar ve baharatlar, polifenoller, fenolik asitler, tanenler, flavonoller,
izoflavonlar ve curcuminoidler gibi antioksidanlar olarak bilinen fitokimyasallar1 igerir.
Otlar ve baharatlardaki bu antioksidanlarin yiiksek oranit sonucunda ¢esitli saglik

faydalar1 saglamaktadir [56].

Bu flavonoidler, énemli fizyolojik fonksiyonlara aracilik eder ve genis terapdtik

uygulamalar nedeniyle gida ve eczacilik sirketlerinde ticari olarak cok dnemlidir.

Flavonoidler tarafindan oksidatif hasar1 azalttig1 veya onledigi ¢esitli mekanizmalar
kullanilir:
1. ROS'un dogrudan siipiiriilmesi.

2. Oksidazlar1 engelleyerek siiperoksit anyon liretiminin engellenmesi.
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3. Antioksidan enzimlerin aktivasyonu.
4. Serbest metallerin selasyonu; oksijen metabolizmasinda yer alir.

5. Nitrik oksitten kaynaklanan oksidatif stresin hafifletilmesi [57].

Kaempferol, mirisetin ve kuersetin gibi flavonoidler gugcli ksantin oksidaz
inhibitorleridir ve gut, hiperiirisemi ve reperflizyon hasarmin tedavisinde
yararlanilmaktadir. Flavonoidlerin aldoreduktaz inhibe etme 0Ozelliginin diyabet
kaynakli retinopati ve kataraktta faydali oldugu bulundu. Katesinler, H* / K ATPaz'i
inhibe ederek bir antikanser maddesi olarak gorev yapar. Deney hayvanlarinda
Liquritigenin uygulamas1 serum kolesterolinde o6nemli bir diisiis g0osterdi.
Doksorubisinin kardiyo toksisitesi, luteolin gibi flavonoidlerle azaltilabilir. Silimarin
etkili bir hepatoprotektif ajan olarak kanitlanmistir. Butein (2 ', 4, 3, 4-
Tetrahidroksikolkon) ~ ve  diger  kalkonlar = gibi  tirozinaz  inhibitorleri,
hiperpigmentasyonun 6nlenmesinde kullanilan kozmetik ve tibbi liriinlerde giderek daha
onemli hale gelmistir. Genellikle HPLC, HPTLC ve UV spektrofotometrik yontemler,
flavonoidlerin ve ilgili bilesiklerin ham ilaglarda kalitatif ve kantitatif olarak tahmin

edilmesi icin etkili bir sekilde kullanilabilir [58].

2.3.2. Bitkilerde Baz1 Onemli Flavonoidler:

e Kuarsetin:

Kuersetin, 302.24 molekiiler agirliga ve 316 °C erime noktasma sahip (2-3,4-
dihidroksifenil -trihidroksi-4Hchromen-4-1)'tir. Kuersetin ortak isimleri, kersetin,
sofretin, meletindir. kuerkus tinctoria (American Oak) kabugundaki glikozit kuersitrin
olarak ortaya ¢ikar. lyi kaynaklar1 arasinda elma, sogan, cay, findik ve kirmizi saraplar
bulunur. Yaprakli sebzelerde, meyvelerde, karnabaharda, lahanada ve ginkgo ve St.

John’s Wort gibi bitkilerde bulunur [59].

Kuersetin, serbest radikalleri temizleme ve ge¢is metali iyonlarin1 baglama
kabiliyetinden dolay1 gii¢lii bir antioksidan olarak kabul edilir. Kuersetin ayrica serbest

radikalleri temizleyerek iltihab1 azaltabilir. Serbest radikaller, kronik enflamatuar
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hastaliklardan muzdarip olan hastalarda siklikla bulunan proinflamatuar sitokinleri
iireten transkripsiyon faktorlerini aktive edebilir. Kuersetin gibi antioksidanlarin,
hiicrelerin reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif strese karsi korunmasinda
onemli bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve reaktif
azot tiirlerinin (RNS), 6zellikle bazi antioksidanlarin bazi kanser tiirlerinin baglamasini
Onleyebilecegini veya geciktirebilecegini gosteren kanitlar arttik¢a, insan kanseri

gelisiminde kilit bir rol oynadigi 6ne siiriilmektedir [60].

e Naringenin:

Naringenin, agirlikli olarak Citrus tiirleri ve domatesler gibi bazi yenilebilir
meyvelerde bulunan ve smyrna tipi Ficus carica'ya ait incirlerde bulunan, dogal olarak
meydana gelen en dnemli flavonoidlerden biridir. Kimyasal olarak, 2,3-dihidro-5,7-
dihidroksi-2- (4-hidroksifenil) -4H-1-benzopiran-4-on olarak adlandirilmistir [61].

Naringin ve naringenin, antibakteriyel, antienflamatuvar, Ostrojen karsiti, adipoliz
aktivitesi, antidiyabetik, anti-Alzheimer hastaligi, apoptoz, antiviral, antialerjenik,
antiobezite ve ¢esitli kanserlere karsi; akciger kanseri, meme kanseri, rahim agz1 kanseri

gibi 6nemli bir farmakolojik aktiviteye sahiptir [62].

2.4. Antosiyaninler:

Antosiyaninler genellikle dogadaki en biiyilk ve en énemli suda ¢6ziiniir pigment
grubu olarak kabul edilir. Birgok meyve ve sebzenin mavi, mor, kirmizi ve turuncu
renklerinden sorumludurlar [63]. Bunlar, toplu olarak 8000'den fazla flavonoid ile
flavonoidler olarak bilinen ve 2000 yilinda bildirilen 500 antosiyanin yapisina sahip
toplu olarak bilinen fenolik bilesik smifina aittir [64]. Bunlar polihidroksi ve 2-
fenilbenzopirilyum veya flavilyum tuzlarinin polimetoksi tirevlerinin glikozitleridir
[65]. Ana antosiyanin kaynaklar1 yaban mersini, kiraz, ahududu, ¢ilek, siyah kus tiziimi,
mor iiziim ve kirmizi saraptir [63]. Bu etkiler, antioksidan, antialerjik, antienflamatuar,
antiviral,  antiproliferatif, antimutajenik, antimikrobiyal, antikanserojen ve

kardiyovaskuler hasar ve alerjiden korunmay1 igerir [64].
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2.5. Antioksidan:

2.5.1. Antioksidan Tanim :

Oksijen aerobik canlilarin yasami i¢in 6nemlidir. Bununla birlikte, daha yiiksek
miktarda tedarik edilirse zehirli olabilir. Temel durumunda dioksijen orta derecede
cansiz, fraksiyonel azalmasi ise Ornegin tekli oksijen, sliper oksit radikal anyonu ve
hidrojen peroksit gibi dinamik oksijen tiirlerine yiikselmeyi saglar. Bu, oksidanin
fizyolojik kapasite Uzerinde oldukca ©nemli olan zararli etkisi oksidatif kaygi
nedeniyledir. Oksidatif stres, reaktif oksijen turleri (ROS) ve antioksidanlarin
korumalar1 arasindaki dengesizligin bir etkisidir. Bu oksidatif kaygi, hiicre
kapasitelerinin ilerlemesini yavaglatir ve ayrica AIDS, olgunlagsma, eklem iltihabi,
astim, bagisiklik sistemi hastaliklari, karsinojenez, kardiyovaskiiler kirilma, diyabet,
norodejeneratif hastaliklar, Alzheimer hastaliklari, Parkinson dementia gibi farklh
nevrotik durumlara neden olur [66]. Antioksidanlar (AA) bozulma siirecini yavaslatir,
boylece ¢evrenin enerjik hareketi daha yiiksek siirdiiriilebilirlige yol agabilir. Serbest
Radikaller ile etkilesime girerler [67] (Serbest radikaller, dengesini saglamak ig¢in
elektronlar1 ¢ikararak, digerlerinden kararsiz olduklarindan ve diger molekiillere zarar
vermelerinden dolayi, bir veya daha fazla eslestirilmemis elektron igeren kimyasal
tiirlerdir. Canl1 hiicreler, fizyolojik ve biyokimyasal islemlerin bir sonucu olarak serbest
radikalleri ve diger reaktif oksijen tiirlerini (ROS) yan Grtnleri Gretirler [68]), oksijenle
reaksiyonlarmi miimkiin kilarlar. Antioksidanlar iki smifa ayrilabilir; sentez
antioksidanlar1 ve dogal antioksidanlar. Iki kategori arasmndaki fark, cogu sentez
antioksidaninin kanser veya baska hastaliklar gelistiren maddeler Gretmesidir.
Antioksidanlarin smiflandirilmasi, fonksiyonlarma veya dogalarina bagh olarak

yapilabilir.

Islevlerine bagl olarak:

1. Birincil antioksidanlar (uygun antioksidanlar): askorbik asit ve tirevleri, tokoferoller,
gallik asit esterleri, eritropik asit ve sodyum tuzu, Butilhidroksianizol (BHA),
butilhidroksitoliien (BHT) ve diger maddeler trihidroksibutirofenon (THBP), tert butil
hidrokinon (TBHQ).
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2. lkincil antioksidanlar (antioksidan etkiye sahip, ancak baska islevleri de olan

maddeler). Silfiir dioksit ve siilfitlerin yani sira lesitin ikincil antioksidanlardir [67].

Geleneksel tipta kullanilan sifali bitkiler, iyi bilinen dogal antioksidan kaynaklaridir.
Ham 6zltler ve/veya kimyasal bilesenler seklinde bulunan sifali bitkilerden elde edilen
dogal antioksidanlar, serbest radikalleri ndtralize ederek oksidasyon islemini
engellemek i¢in ¢ok etkilidir. Ayrica bitki trilinlerinden almnan ilaglarim sentetik
benzerlerinden daha giivenli oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte,
¢ogu tibbi bitkinin toksisite profili kapsamli bir sekilde degerlendirilmemistir [69].
Antioksidanlar bir¢ok sekilde siniflandirilabilir. Aktivitelerine bagli olarak enzimatik ve
nonenzimatik antioksidanlar olarak smiflandirilabilirler. Antioksidanlar1
smiflandirmanin baska bir yolu da sudaki veya lipidlerdeki ¢oziiniirliigiine dayanir.
Antioksidanlar ayrica boyutlarma gore de kiicik molekilli antioksidanlara ve bulyiik
molekilli  antioksidanlar smiflandirilabilir [70]. Fotosentez, hiicresel oksidanlarin
onemli bir kaynagidir ve bir¢ok calismada, antioksidanlarin, yiiksek oranda fotosentez
oranlarinin korunmasindaki 6nemi gosterilmistir. Calismalar fotosentezin reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) kaynagi oldugunu ve fotosentetik elektron tagima zincirinin aerobik bir
ortamda ROS iiretimini minimalize etmek i¢in diizenleyici bir sistem olarak calistigini
gostermistir. Ek olarak, ROS'un etkili bir sekilde islenmesi ve hiicre ici ROS
havuzlarmin diisiik seviyelerde tutulmasi i¢in gii¢lii ve verimli bir antioksidan aga
ihtiya¢ vardir [71]. Biitillenmis hidroksianisol (BHA) ve biitillenmis hidroksitoliien
(BHT) gibi sentetik antioksidanlar, gida bozulmalarmi 6nleme ve yiyeceklerin raf
Omriinii uzatma yetenekleri nedeniyle gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilir.
Yaygm olarak kullanilan p-karoten, C vitamini ve E vitamini gibi sentetik
antioksidanlar piyasada yaygin olarak satilmaktadir ve bunlari tiikketen erigkinlerde 6lim
riskini arttirdig1 gosterilmistir. Kesin etki mekanizmasi hala bilinmemektedir, ancak
dogal antioksidanlarla karsilastirildiginda sahip olduklar1 siki toksisite nedeniyle
olabilecegi One siiriilmiistiir. Bu nedenle, alternatif dogal antioksidan kaynaklar1 aramak
giderek Onem kazanmaktadir. Diyet yoluyla elde edilebilen dogal antioksidanlarin
ornekleri klorofiller, flavonoidler, C vitamini, selenyum ve likopendir. Sarap, meyve ve
sebzelerde bulunan dogal antioksidanlar sagliga yararlar1 ve ticari degerleri nedeniyle

genis bir sekilde incelenmistir. Meyvelerin yani sira, kabuk, yapraklar, meyve kabuklar1
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ve kokler gibi bitkilerin diger kisimlar1 da antioksidan 6zellikleri nedeniyle yogun bir
sekilde kullanilmaktadir [72]. Antioksidan Metodlar1 Birinci Uluslararast Kongresi,
Haziran 2004'te Orlando, FL'da, yiyeceklerde, botaniklerde, nutrasdtiklerde ve diger
diyet takviyelerinde antioksidan kapasitenin (AOK) degerlendirilmesine ve analitik
konularin ele alinmasma, AOK'nin rutin degerlendirmesinde standardize edilebilecek
analitik yontemlere yonelik olarak ve bir veya daha fazla teklif Onerisi icin toplandu.

Antioksidanlar iizerine yapilan arastirmalar son 10 yilda 6nemli dlgiide artmustir [73].

Antioksidan kapasitenin belirlenmesi i¢cin bu gine kadar pek cok yontem
gelistirilmistir. Toplam antioksidan kapasitenin belirlenmisini saglayan yontemler,
hidrojen atomu transfer reaksiyonlarma dayanan yontemler ve elektron transferine
dayanan yontemler olmak {izere iki gruba ayrilir. Hidrojen transferi temelli yontemlerin
cogu azobilesiklerin bozulmasi ile olusan peroksil radikalleri i¢in antioksidan ve
Substratin rekabetine dayali reaksiyonlari1 kullanmaktadir. Bu yontemler oksijen
radikalini absorblama kapasitesi (ORAC), toplam radikal tutma parametresi (TRAP) ve
krosin beyazlatma yontemlerini i¢ermektedir. ET temelli yOntemler antioksidanin
oksidani indirgeme yetenegini renk degisimi ile Olger. Renk degisiminin derecesi
orneklerin antioksidan konsantrasyonu ile alakahdir. Elektron transferine dayali
yontemler toplam Folin-Ciocalteu reaktifi ile toplam fenolik icerik yontemi (FCR),
Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC), demir iyonu indirgeyici antioksidan gii¢
(FRAP), oksidan olarak bakir kullanan toplam antioksidan kapasite yontemi (CUPRAC)
ve DPPH (2,2-difenill-pikrilhidrazil) yontemlerini icermektedir [74].

2.5.2. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi :

Antioksidanlar, endojen ve eksojen olmak (izere iki grup altinda toplanabilir (Tablo
2.1). Endojen ve eksojen antioksidanlar, oksidan/antioksidan dengesini saglamak igin
serbest radikallerden vicudu korur ve serbest radikalleri etkisizlestirmek igin
kullanilirlar [75].
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Tablo 2.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Endojen Antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar

Nonenzimatik antioksidanlar

Superoksit dismutaz ( SOD ) Glutatyon Koenzim Q 10
Katalaz ( CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon peroksidaz ( GPx ) Urik asit o — lipoik asit
Glutatyon rediiktaz (GR) Bilirubin Transferrin
Alblmin Seruloplazmin

Eksojen antioksidanlar

Vitamin eksojen antioksidanlar

flac olarak kullanilan eksojen antioksidanlar

a — Tokoferol (Vitamin E)

Ksantin oksidaz inhibitorleri

(allopirinol, oksipurinol, pterin aldehit, tungsten)

B — Karoten (Vitamin A)

NADPH oksidaz inhibitorleri
(adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal

blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaclar)

Askorbik asit (Vitamin C)

Rekombinant sliperoksit dismutaz

Folik asit (Vitamin B9)

Trolox — C (Vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar

(GPx aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein)

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar

(mannitol, albumin)

Demir redoks dongusu inhibitorleri

(desfferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL — 1)

Barbitiratlar

Demir selatorleri
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2.5.2.1. Dogal Antioksidanlar:

Organizma tarafindan sentezlenen (endojen) ya da disaridan besinlerle alinan
(eksojen) yapilar dogal antioksidanlar olarak tanimlanir. Organizmanin dogal
antioksidan dretimi yas ilerledikge azalir. Olusan agigin kapatilabilmesi ic¢in bitkisel
antioksidanlar iyi bir alternatif olarak diisiintilmektedir. En 6nemli bitkisel antioksidan
kaynagi meyve sebzelerdir. Bitkisel antioksidanlar hem anormal hiicre ¢ogalmalarini

engellerler hem de oksidasyondan zarar géren hiicreleri koruma gorevi Ustlenirler [76].

2.5.2.1.1. Insan Viicudunda Sentezlenemeyen Dogal Antioksidanlar:

e Vitamin E (Tokoferoller):

E Vitamini 1922'de Evans ve Bishop tarafindan sicanlarda iireme i¢in gerekli bir
diyet faktorii olarak kesfedildi. Daha sonra yapilan ¢aligsmalar, sicanlara ve tavuklara
verilen deneysel diyetlerde saf yag varliginin, bu hayvanlarda cesitli patolojilerin etken
maddesi oldugunu ve bu anormalliklerin daha sonra tokoferol igerdigi kanitlanan
bugday tohumu yagi konsantreleri tarafindan "iyilestirilebilecegini" Wolf tarafindan

incelenen eserler gostermistir [77].

E vitamini sadece bitkiler tarafindan tretilir. Benzer yapilara sahip olan 8 farkli
vitamin formunu kapsar. Bunlar trimetil (o), dimetil (B veya y) ve monometil (8)
tokoferol ve her birine karsilik gelen tokotrienollerdir. Tokoferoller fotosentez yapan

organizmalarda yogun olarak sentezlenirler [78].

E Vitamini, serbest radikal ve tekli durum oksijen tutucu olarak gbrev yapan ve
cildin ultraviyole radyasyon gibi serbest radikal iireten faktorlerden korunmasinda
onemli bir rol oynayan ¢ok aktif bir antioksidandir. E Vitamini, a-tokoferol ile ayni
kalitatif biyolojik aktiviteyi sergileyen tim tokoferol ve tocotrienol tirevlerinin genel

tanimuidir [79].
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e Vitamin C (Askorbik Asit):

C vitamin, heksuronik asit, cevitaminik asit veya ksilokorbik asit olarak tanimlanir.
C vitamini terimi, genellikle askorbik asit olmasina ragmen, biitiin bu bilesikleri
tanimlamak i¢in kullanilir [80]. Normal biiylime ve gelisme i¢in gereklidir ve kollajenin
translasyon sonrasi hidroksilasyonu, karnitinin biyosentezi, ndrotransmiter dopaminin
norepinefrine doniistimii, peptid amidasyonu ve tirozin metabolizmasinda birgok enzim
icin temel bir enzim kofaktordiir. Ayn1 zamanda enfeksiyon ve demir emilimine kars1
korunmaya yardimci olan bir antioksidandir. Bazi hayvan tiirleri, 1-askorbat sentezi
kapasitesini yitirmistir, bu nedenle metabolizma ve oksidatif koruma igin yeterli C
vitamini seviyelerini saglamak i¢in diyete bagimlhidirlar. Bitkilerde bulunan yiiksek

askorbat i¢erigi, onlar1 insanlar i¢in C vitamini aliminimn birincil kaynagi yapar [81].

e Vitamin A (p-karoten):

Dogada 600 civarinda karotenoid bilesigi mevcut olup, bunlardan sadece 40 adeti
insan gidalar1 arasinda yer alir. Bunlarin da 20 kadar1 insan doku ve kaninda 6lgiilebilir.
Olgllebilenlerin % 90 a yakm bir kismi o ve B-karoten, likopen, lutein ve
kriptoksantinden olusmaktadir. Karotenoidler insan ve hayvanlar tarafindan

sentezlenemez iken, bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenirler[82].

A vitamini, baslangi¢ materyali olmadan viicut tarafindan sentezlenemedigi i¢in
insanlar ve tiim memeli hayvanlar i¢in disaridan alinmasi gereken bir vitamindir. A
vitaminin eksikligi viicut gelisimini, yenilenmesini ve enfeksiyonlara karsi direncini
olumsuz yonde etkiler [83]. A vitamini aktivitesi tasiyan molekiiller iki grupta toplanir:
Birincisi, hayvansal dokularda A vitamini aktivitesi tagiyanlar: Retinol, hidroretinol,
retinal ve retinoik asit. Digeri ise birgok bitki ve meyvede bulunan karoten olup, viicutta
retinole doniiserek A vitamini aktivitesi gosterir. A vitamini aktivitesi tasiyan
molekdiller suda ¢c6ziinmezler. Eter, benzene ve kloroform gibi solventlerde ¢ozunirler.
Istya ve alkalilere dayaniklidirlar. Aside, UV igmlara ve oksidasyona duyarhdirlar. B-
karoten bir antioksidan olup oksijenin diigsiik kismi basinglarinda serbest peroksit
radikallerinin dokularda yakalanmasinda bir rol oynayarak, daha yiliksek oksijen

konsantrasyonlarinda etkili olan vitamin E’nin antioksidan etkisini tamamlar [84].
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2.5.2.1.2. insan Viicudunda Sentezlenen Onemli Dogal Antioksidanlar:

1. Enzimatik Antioksidanlar:

e Superoksit Dismutaz (SOD):

Canl1 organizmalar iistiinde potansiyal toksik etkisi bulunan, oksijen tiirevi serbest
radikaller ve bu radikallerin en énemlilerinden olan stiperoksit radikal anyonunun (O>.)
eksojen ve endojen olarak bicok biyolojik reaksiyon esasinada iiretildigi saptanmuistir.
Fizyolojik sartlarda eritrosilerde bol bulunan bir enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD)
az miktarda slperoksit radikali, hemoglobinin normal otooksidasyonu esasinda da
uretilir [85]. Insanda SOD’nin, birisi sitozolde bulunan, dimerik, bakir (Cu) ve ¢inko
(Zn) iceren izomer (Cu-Zn SOD), digeri mitokondride bulunan tetramerik manganez
(Mn) iceren izomer (Mn-SOD) olmak iizere iki tipi bulunmaktadir. Prokaryotlarda
bulunan ve demir (Fe) iceren bir izomeri daha mevcuttur (Fe-SOD) [86]. Bu enzim,
siiperoksit anyonunun (O%), hidrojen perokside (H202) ve oksijene déniisiimiinii
katalize ederek bu radikallerin etkisini azaltmaktadir. Bu olayda SOD enziminin aktif

bolgesini olusturan Zn 6nemli bir mineraldir [87].

2H*
O2 + Oy > H0, +0O;
SOD

o Katalaz (CAT):

Katalaz (CAT) antioksidan etkiye sahip, H202’i su ve oksijene pargalayan yiksek

molekil agirlikli tetramerik demir porfirin iceren bir enzimdir [88-90].

Dogada ozellikle bitkilerde bolca bulunan katalaz enzimi H202’yi indirgeyen veya
pargalayan, periksizomlarm ise yapisal bir bileseni olan oksidaz enzimlerinden biridir.

Bitkisel kaynaklarda bulunan katalaz enzimi dort dort alt birimlerden olusur ve alt
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birimlerin molekiil agirliklar1 sirasi ile 54 ve 59 kDa arasindadir. Ornegin kabakta 55
kDa, mercimekte 54 kDa, ve pamukta 55 kDa’dir. CAT i temel fonksiyonu, molekiiler
oksijen varliginda metabolizmanin bazi kademelerinde olusan hidrojen peroksiti
gidererek, Ozellikle membranlarda olusturabilecekleri geri doniisiimsiiz hasarlari

engellemektedir.

IIk adimda katalazin demiri H2O; ile etkileserek oksijence zengin demir peroksit

olusturur.

CAT-Fe-OH + H,0; > CAT-Fe-OOH + H,0

Bilesik-I olarak adlandirilan demir peroksit ara Urlnu, katalaz heminin
spektrofotometrik ozelliklerini degistirdigi igin in vitro ve invivo kosullarda tayin
edilebilir. Katalazin kinetik 6zelliklerinden dolay1 in vivo kosullarda bilesik-1 olarak
H>O, konsantrasyonlarinin indikatérii olarak kullanilir. Hidrojen peroksidin diisiik
konsantrasyonlarinda bilesik-1 hidrojen donérii tarafindan (6rnegin etanol) peroksidatik

olarak indirgenebilir.

CAT-Fe-OOH + C2HsOH = CAT-Fe-OH + H,0 + CH3CHO

H20; 'nin yuksek konsantrasyonlarinda bilesik-1 ikinci H2O> ile reaksiyona girerek

su ve molekiiler oksijen olusturur.

CAT-Fe-OOH + H,0; > CAT-Fe-OH + H20 + 0, [91]

e Glutatyon Peroksidaz (GPx):

Glutatyon peroksidaz (GPx) temel biyolojik gorevi organizmay1 oksidatif hasardan
korumak olan peroksidaz aktivitesine sahip bir enzim ailesinin genel adidir. Glutatyon

peroksidazin biyokimyasal islevi, lipid hidroperoksitleri alkollere indirgemek ve serbest
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hidrojen peroksiti suya indirgemektir. Glutatyon peroksidaz katalizorlerinin ana

reaksiyonu asagida verilmistir.

-

2GSH + H.02 > GS-SG + H20 [92]

e Glutatyon reduktaz (GR):

Okside glutatyon, nikotinamid adenin dintkleotid fosfat (NADPH) bagimli bir enzim
olan glutatyon rediiktaz tarafindan rediikte glutatyon’a indirgenirken NADPH: ise
NADP™ e doniismekte ve ilgili tepkimelerde kullanilmaktadir [93]. Glutatyonun % 95°
ten fazlast indirgenmis formda bulunur. Bu formda tutunabilmesi pentoz fosfat
metabolik yoluna baglidir. Bu yolda iiretilen NADPH, glutatyon disulfid rediiktaz

(GR)’mn katalize ettigi reaksiyonlarda koenzim olarak gorev almaktadir [94].

e Glutatyon-S-Transferaz (GST):

Glutatyon S-transferazlar, endojen ve eksojen kaynakli, elektrofilik ve hidrofobik
bilesiklerin glutatyon ile konjugasyonunu saglayarak, genellikle daha kolay atilabilen ve
daha az toksik metabolitlere doniisiimiinii katalizleyen Faz-ll detoksifikasyon enzim

ailesidir [95].

2. Nonenzimatik Antioksidanlar:

e Bilirubin:

Bilirubin blylk oranda 6mrinu dolduran eritrositlerin pargalanmasi neticesinde
olusmaktadir. Dolasim esnasinda karaciger tarafindan alinir, biyotransformasyona
ugratilarak safra veya idrarla atilir. Peroksil radikallerini toplayarak antioksidan etki

gosterir[96].
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e Albumin:

Albumin plazmada en ¢ok sirkule olan proteindir ve gugli bir antioksidan etkiye
sahiptir. Bu etki serbest oksijen radikallerini tutucu 6zelliklerinden kaynaklanir. Genel

olarak, albumin oksidatif stresin ana plazma proteinini hedef olusturmaktadir [97].

2.5.2.2. Yapay Antioksidanlar:

e Butillenmis Hidroksitolien (BHT):

Butillenmis hidroksitoliien (BHT), siklikla bir antioksidan olarak kullanilan kiigiik,
hidrofobik bir molekiildiir. Genellikle Gida ve Ila¢ Idaresi tarafindan giivenli olarak
kabul edilir ve tazeligi korumak ve bozulmay1 6nlemek i¢in gidalara sik¢a eklenir [98].
Butillenmis hidroksitoliien (BHT, 2,6-di-tert-bitil-4-metilfenol). BHT, tereyagi, et, tahil
gevrekleri, sakiz, unlu mamiiller, atistirmalik gidalar, kurutulmus patates ve igecekler
dahil olmak 0zere birgok turde bulunur. Besin rengini ve lezzetini korumak icin
kullanilir. BHT tercihen kat1 yaglarda veya sivi yaglarda oksitlenir [99]. Oncelikle oto
oksidasyonu baskilayan bir sonlandiric1 ajan olarak islev goren sentetik bir E vitamini
analogu gibi davranir [100]. BHT, ticari olarak para-kresoliin izobutilen ile alkilasyonu
yoluyla tiretilir. Farmasotiklerin, yagda ¢Ozlinen vitaminlerin, kozmetiklerin, petrol
bazli yaglayict ve transformator yaglarinin ve benzin ve dizel yakitlarin dengesini
artrrabilir. Kaugugun, elastorlarn ve plastiklerin kullaniom 6mrii BHT ilavesiyle
arttirilmistir. Ayni zamanda, hayvan yemi i¢in tahil ¢ekirdegi yaglarinda ve 6giinlerde
eksigin gelismesini engellemek ve yagda coziinen vitaminleri, 6zellikle de A ve E

vitaminlerini korumak i¢in kullanilir [101].

e Butillenmis Hidroksianizol (BHA):

Yaygin bir koruyucu olarak yetkilendirilmis sentetik bir fenolik bilesik olan
butillenmis hidroksianizol (BHA), yaygin olarak gida iiriinleri, farmasotikler ve
kozmetikler icin bir antioksidan olarak kullanilir [102]. Butillenmis hidroksi anisol
(BHA), esnek gruplar ve hidrojen bag dondr ve alic1 bolgeler iceren kiiglik bir molekiilii

temsil eder, ancak kat1 dozaj formlarinda bir antioksidan olarak kullanimi, farmasotik
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endiistrisi boyunca her yerde bulunmasina ragmen yapisal olarak karakterize
edilmemistir. Ticari BHA, swrasiyla % 90-95 3-tert-bitil-4-hidroksi anizol ve % 5-
10'unun 2-tertbiitil izomerinin bir karigimidir, sirasiyla 3-BHA ve 2-BHA olarak
adlandirilir. Ayrica, BHA'nin davranis1 karmagiktir ve bozulmay1 basariyla geciktirme
kabiliyeti konsantrasyona, eksipiyanlarin ve isleme yOntemlerinin se¢imine ve
depolama kosullarina bagl olarak degisir. Aslinda, bazi durumlarda, BHA, ayn1t BHA
yiliklemesinde bile, digerlerinde korurken, bazi formiilasyonlarda / kosullarda ilacin
oksidasyonuna neden gibi goriinmektedir. BHA'nin birincil etki sekli 1y1 bilinmektedir;
serbest bir radikale bir hidrojen atomu bagislayarak serbest bir radikal haline gelir. BHA
radikal rezonans ile stabilize edilir ve radikal reaksiyonun yayilma asamasma miidahale

eder, boylece bozunmay1 geciktirir [103].

BHA'nin ticari iiretimi i¢in ¢esitli yontemler kullanilir. Hidrokinonun metilasyonu,
tert-batil alkol ve fosforik asit ile muamele tUzerine 3-BHA ve 2-BHA karisimi veren bir
ara madde verir. Iki BHA izomerinin bir karisimmi iiretmek icin hidrokinonun
butilasyonu ve ardindan dimetil siilfat ve sodyum hidroksit ile miiteakiben metilasyon
da kullanilabilir. Ek olarak, BHA, 150 °C'de 4-metoksifenoliin silika veya allimina
Uzerinde tert-butilasyonu ile sentezlenebilir. BHA, 1947'den beri yag igeren
yiyeceklerde ve yemeklik yaglarda ve yaglarda antioksidan olarak kullanilmaktadir.
Gidalarin sertlesmesini ve sakincali kokular gelistirmesini 6nler. Tereyagi, domuz yagi,
et, tahil gevrekleri, unlu mamuller, tathlar ve biralarda gida katki maddesi olarak
kullanilabilir. Bitkisel yaglarda, patates cipslerinde, atistirmalik yiyeceklerde,
kuruyemislerde, kurutulmus patateslerde ve aroma maddelerinde kullanilir. BHA'nin

kozmetik formiilasyonlarmda koruyucu ve antioksidan olarak kullanildig1 bildirilmistir

[101].

2.6. Amaryllidaceae Alkaloitleri:

2.6.1. Alkaloitlerin Tanima:

Alkaloitler, bazik azot atomlar1 iceren dogal olarak olusan kimyasal bilesiklerdir.

Alkalin kelimesinden tiiretilmistir ve azot igeren herhangi bir baz tanimlamak icin



kullanilmistir. Alkaloitler bakteri, mantar, bitki ve hayvanlar dahil olmak {izere ¢ok
cesitli organizmalar tarafindan iiretilir ve dogal {iriinler grubunun bir parcasidir (ikincil
metabolitler olarak da adlandirilir) [104]. Westphalia’dan bir eczaci yardimcist olan
Friedrich Sertiirner, ilk olarak uygulamali anlamda en 6nemli alkaloitlerden biri olan
izole edilmis morfindir. Bu olay 1805'teydi ve kimya ve farmakolojide ileriye dogru
onemli bir adim oldugunu kanitladi [105]. Birgok alkaloit, ham Ozlerden asit-baz
oziitlemesi ile saflagtirilabilir. Bir¢ok alkaloid diger organizmalar icin toksiktir.
Genellikle farmakolojik etkilere sahiptirler ve ila¢ olarak, eglence amacl ila¢ olarak
veya entheojenik ritiiellerde kullanilirlar. Ornekler lokal anestezik ve uyarici kokain,
uyarici kafein, nikotin, analjezik morfin veya antimalarial ila¢ kinindir. Baz1 alkaloitler
act bir tada sahiptir [104]. Biyolog i¢in alkaloid saf ve miikemmel bir dogal {iriindiir.
Biyolojik bakis agisina gore, alkaloit azot iceren ve bazi farmakolojik aktiviteler ve
bircok durumda tibbi veya ekolojik kullanim olabilen herhangi bir biyolojik olarak aktif
ve heterosiklik kimyasal bilesiktir. Biyolog i¢in en 6nemli nokta, alkaloitlerin, farkli
hiicresel organizma seviyelerinde aktif olan ve bitkilerin, hayvanlarin ve

mikroorganizmalarin biyolojik islemlerinde yer alan 6zel bir kimyasal grup olmasidir

[105].

2.6.2. Amaryllidaceae Alkaloiti:

Amaryllidaceae familyasmin bitkileri binlerce yildir bitkisel ilaglar olarak
kullanilmaktadir. Ekstraktlarindan elde edilen alkaloitler, yaklagik 200 yildir aktif
kimyasal aragtirmalarin amaci olmustur. Gegtigimiz otuz yil boyunca, bir¢cok kisi izole
etti, farkli biyolojik aktiviteler i¢in tarandi ve birgok arastirma grubu tarafindan
sentezlendi. Cok sayida yapisal olarak cesitli Amaryllidaceae alkaloitleri temel olarak
temsili alkaloitlerin oldugu dokuz iskelet tipine ayrilir: norbelladin, likorin, homolokin,

krinin, hemantamin, narklasin, tazettin, montanin ve galantamin [106].

Birka¢ cicekli bitki ailesi, soganlar, bitki soganlar1 ve yumrulari gibi yeralt1
depolama organlarna sahip tiirler igerir; bu bitkiler Geophytes olarak bilinir.
Tiirkiye'deki soganh bitkilerin ¢ogu, siis 6zelliklerinin ¢iceklerine bagli olarak bilinir,

ancak bir kism1 da 6nemli biyolojik etkinliklere sahiptir. Amaryllidaceae, Pancratium,
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Narcissus, Galanthus ve Leucojum gibi soganli bitkiler bakimindan genis bir aileden
biridir [107].

2.6.3. Leucojum Aestivum Alkaloitleri:

Leucojum aestivum alkaloit profiline galantamin, likorin veya hemantamin hakimdir.
Galantamin iiretim maliyeti, bitkisel hammaddenin kalitesi ile belirlenir. Ilag
endiistrisinin ilk {rtinlerinden biri “Nivalin” (Sopharma) adi altinda islem gérmiistiir.
Galantamin, poliomyelit, myastenia, gravis ve diger noromiiskiiler bozukluklarin
tedavisi gibi ¢esitli endikasyonlarda onlarca yildir kullanilmaktadir. Galantamin, bir
hidrobromiir tuzu olarak pazarlanan, uzun siire etkili, secici, geri doniisimli ve

rekabetci bir asetilkolinesteraz inhibitoridur [108].

Leucojum aestivum, Bulgaristan'da yillar boyunca degisken dagilim gosteren,
nispeten yaygin bir tiirdiir. Kayitli tiim dogal popiilasyonlar arasinda, hemotip yapisina
sahip galantaminin sadece % 20 kadar1 ekonomik agidan Onemlidir ve biyolojik
cesitlilik yasasma gore bunlarin korunmalari i¢in diizenlenmis bir rejim getirilmistir.
Alanlarm durumunun karakterizasyonu ve galantamin sentezini (toprak, iklim,
fitopatolojik durum) etkileyen faktorlerin belirlenmesi cok 6nemlidir [109]. Endustride
ekstraksiyon i¢in kullanilan yaprak biyokiitlesini saglamak {izere Bulgaristan'da bir
leucojum aestivum ekimi olusturulmustur. Yapraklardaki galantamin igeriginin,
popiilasyonlarin cografi konumuna bagl olarak iz miktarlarindan % 0.5'e (genellikle%
0.1-0.3) kadar degistigi bulunmustur. Fitokimyasal ¢aligmalar, leucojum aestivum'un
alkaloid karigimlarinda yaklasik 36 alkaloit olusumunu ortaya c¢ikarmistir ve
dagilimlarinda cografi farkliliklar da vardwr. Bir 6rnek olarak, iki galantamin tipi alkaloit
olan 16kotamin ve metillekutamin, Japonya'da yetisen bitkilerden izole edilmistir, ancak
Bulgaristan'da toplanan bitkilerde saptanmamustir. Galantaminden ayr1 olarak,
galantamine gore daha yiliksek AChE inhibe edici aktiviteye sahip diger ii¢ alkaloit, yani
sanguinin, N-alillnorgalantamin ve N- (14-metilailil) norgalantamin, g6l soganindan
izole edilmistir. Bir popiilasyon i¢in yapraklarin alkaloit karisimindaki galantamin

yiizdesi 12 oldugu bildirilmistir. Galantamin’in 18 Bulgar popiilasyonundan soganlarda
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kesfedilmemis alkaloid karisimlarindaki tiim bilesiklerin % 4 ila % 99 arasinda degistigi
bulunmustur [110].

2.6.4. Galantamin:

Galantamin  ((4aS,6R,8aS)-5, 6, 9, 10, 11, 12-hegzahidro—3—-metoksi-11—
metil4aH(1) benzofuro[3a,3,2—ef][2]benzazepin—6-0l) (Sekil 2.22), tersinir bir
asetilkolinesteraz inhibitoriidiir. Ayrica nikotinik reseptorleri allosterik  olarak
diizenleyen nikotinik reseptor modilatoridir. Bu ¢ift yonli etkisi galantamini, mevcut
ilaglardan yarar gormeyen Alzheimer hastalarmda, kullanimini cazip hale getirmektedir.
Galantamin beyin fonksiyonlarmni degistiren hafif-orta siddette Alzheimer hastaligi

belirtilerinin tedavisinde kullanilan bir kolinesteraz inhibitortdir [111].

OH

Sekil 2.3. Galantamin molekiil yapisi

2.6.5. Alzheimer hastahgi (AH) :

Demans, bellek bozuklugu yaninda lisan, motor beceri, agnozi ve yiiriitiicii islev
bozuklugundan en az birini igeren c¢ogul zihinsel bozuklugun yarattigi; giindelik
yasantida bozulmaya veya alisilmis aktivitelerde gerilemeye yol agan Klinik
tablodur[112]. Tiim demans vakalarmin %50-70 ini olugturan Alzheimer hastaligi (AH)
hafif-orta-agir bellek bozuklugu ile birlikte konugma, karar verme islevlerinde, dikkatte,
oryantasyonda ve kisilikte bozukluklar, edinilmis entelektiiel becerilerde kayiplar ile

kendini gosteren ilerleyici, fatal vendrodejeneratif bir hastalik olarak tanimlanir [113].
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Alzheimer hastalig1 tiim demans hastaliklar1 icinde en yaygin goriilenidir. Bu sebeple
2050 yilina kadar diinya ¢apmda 115 milyon insanin, sadece hastada degil ayni
zamanda hastanin cevresindeki bireyler {izerinde de biiyiik bir etkiye sahip olan,
alzheimer hastaligindan muzdarip olacagi tahmin edilmektedir. Lobo ve arkadaslarinin
2000 yilinda Avrupa’da, 10 sene boyunca toplamda 2346 demans hastasini inceleyerek
yaptig1 calismada alzheimer hastaligi sikligini1 %4,4 olarak bulmuslardir. Amerika’da
yiiriitiilenbir bagka calismada ise 71 yas iizerinde alzheimer prevalansinin %9,7 oldugu
gosterilmistir. Hastaligin insidansiyla ilgili yapilan ¢aligmalara bakilacak olursa 65 yas
Uzeri bireyler iizerinde yapilan 2 ¢alismada; her yil 1000 kisiden 15’inin bu hastaliga
yakalandig1 soylenebilir ve bu oran kadmlar ve erkekler icin sirasiyla 13,0 ve 16,9
olarak bulunmustur [114]. Alzheimer hastaligina (AH), uygun yaklasim, hastaligin etkin
tedavisi ve hatta onlenebilmesi i¢in hastalik patofi fizyolojisinin bilinmesi esastir. Bu
zamana kadar elde edilen bilgilerde, insan ¢alismalar1 yani sira deneysel ¢calismalarin da
onemli katkilar1 olmustur. Alzheimer hastalarinin otopsi materyallerinden elde edilen
veriler hastaligin patolojisinde amiloliod plak ve norofi briller yumaklarin varligini ve
bu patolojik agregatlarin belirli dagilim paterni ve yogunlukta bulunduklarini

gOstermistir [115].

Kolinesteraz inhibitorleri (Rivastigmin, Donepezil, Galantamin) ve Memantin’in
etkinlikleri konusu halen tartigsmali olmakla beraber giiniimiizde demans tedavisinin

temel bilesenlerini olusturmaktadirlar [116].

2.6.6. Galantamin, Alzheimer hastahk i¢in:

Kolinerjik hipoteze gore, asetilkolin hidrolizini katalize eden bir enzim olan
asetilkolinesterazin (AChE) inhibisyonu, beyindeki asetilkolin seviyelerini arttirr,
boylece AH hastalarinda kolinerjik fonksiyonlar1 iyilestirir. Ayrica, genel fikir birligi,
AChE inhibitorlerinin (AChE1) AH semptomlarmi hafifletebildigi sonucuna varmasma
ragmen, hastalik ilerlemesini geciktirmez veya geri ¢evirmez. AH tedavisi i¢in su anda
mevcut olan ilaclarin ¢ogu AChEi'dir: bunlarin timi sinirh etkinligi ve bir ¢esit yan

etkisi olan takrin, donezepil, rivastigmin ve galantamindir [117].

31



Galantamin agagidaki etkinliklere sahiptir:
1. Tersinir enzim asetilkolinesterazi bloke ederek endojen asetilkolinin ve dolayli
kolinomimetik etkilerin birikmesine neden olur.

2. Allosterik olarak a7 nikotinik asetilkolin reseptorlerini guglendirir.

Nikotinik reseptorlerin aktivasyonu asagidakilerle iligkilidir:

1. Bcl-2 proteininin korunmasi ve B-amiloid apoptozis tarafindan indiiklenmesinin
onlenmesi.

2. Dopamin ndrotransmisyonunun artmasi.

3. Ogrenme, hafiza ve dikkat siireglerinin gelistirilmesi.

4. Davranisin kolaylastirilmasi, ndromiiskiiler sinaps seviyesindeki sinir uyarilarinin

uyarilmasi [118].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyaller:

3.1.1. Bitki Materyali:

Arastrmada kullanilan bitki materyalleri Eylil 2018'de Tiirkiye, Sakarya
Bolgesi'nde  toplanmistir.  Bitki Ahmet KAHRAMAN tarafindan toplanip
tanimlanmistir.  Bitki Ornekleri Usak Universitesi'ndeki Herbaryum Malzeme
Deposunda saklandi. Bu bitkinin yapraklar1 ve soganlar1 iki giin boyunca 60 °C'de bir
inkiibatorde kurutuldu. Bu numunelerin soganlar1 ve yapraklar1 daha sonra analiz i¢in

80 mesh tane biiyiikliigiine 6giitiildi.

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler:

Bu deneylerde kullanilan kimyasallar ve c¢oziiciiler analitik safliga sahiptir.
Cozeltiler, bu deneylerde kullanilmadan 6nce 0.45 um'lik bir filtre (ISOLAB GmbH,
Wertheim, Almanya) kullanilarak siiziildii. Galantamin, gallik asit, protokatesik asit,
vanilik asit, kafeik asit, siringi¢ asit, rosmarinik asit, katesin, ferrulik asit, sinapinik asit,
kuersetin, gentisik asit, para-kumarik ve naringenin, Sigma Chemical Co.'dan satin

alindi.

3.1.3. Hazirlanan Cozeltiler:

1 -75 % Sodyum karbonat (Na>COs): 7,5 g sodyum karbonat tartilip, bir miktar
deiyonize su ¢oziildii, 100 ml lik balon jojeye aktarildi, hacim 100 ml deiyonize su ile

tamamlandi.

2 — 5 % Sodyum nitrit (NaNO3): 5 g sodyum nitrit tartilip, bir miktar deiyonize su

¢ozildu, 100 ml lik balon jojeye aktarildi, hacim 100 ml deiyonize su ile tamamlandi.
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3 — 10 % Aliminyum klorid (AICIl3): 10 g aliminyum klorid tartilip, bir miktar
deiyonize su ile ¢oziildii, 100 ml lik balon jojeye aktarildi, hacim 100 ml deiyonize su

ile tamamlandi.

4 — 4 % sodyum hydroksid (NaOH): 4 g NaOH tartilip, bir miktar deiyonize su ile

¢oziildii, 100 ml lik balon jojeye aktarildi, hacim 100 ml su ile tamamlandi.

5 - Askorbik asit ¢Ozeltisi: 1 g Askorbik asit ile 30 ml metanol karigtirilarak elde
edildi.

6 - DPPH stok cozeltisi: 24 mg DPPH tartilip, bir miktar metanolde ¢6ziildii, 100 ml
lik balon jojeye aktarildi, hacim 100 ml metanol ile tamamlanda.

Calisma soliisyonu: 20 ml stok soliisyonu ile 90 ml metanol karistirilarak elde edildi.

7 — ABTS" ¢ahsma soliisyonu: 0,384 g ABTS" ile 100 ml deiyonize su karistirilarak
elde edildi.

8 - Potasyum persulfat (K2S20g) calisma soliisyonu: 0,66 g Potasyum persulfat ile

100 ml deiyonize su karistirilarak elde edildi.

9 — 0,2 M fosfat tamponu (pH = 6.6): 27,218 g Potasyum dihidrojen fosfat ( KH2POs )
ile 1L deiyonize su tamamland: / 28,392 g Disodyum fosfat ( NaoHPOs ) ) ile 1L

deiyonize su tamamlands, 1 : 1 miktar karistirilarak elde edildi.

10 — 1 % potasyum ferrisiyanir (Kz[Fe(CN)g]): 1 g Kaliumcyanoferrat(l11) ile 100 ml

deiyonize su karistirilarak elde edildi.

11 — 10 % Triklorasetik asit (TCA): 10 g Triklorasetik asit ile 100 ml deiyonize su
karistirilarak elde edildi.

12 — 0,1 % Demir klorur (FeClz): 0,1 g Demir Klortr ile 100 ml deiyonize su
karistirilarak elde edildi.
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13 — 0,2 N Potasyum Klortur (KCI): 3,7275 g Potasyum Klor(r ile 100 ml deiyonize su
karigtirilarak elde edildi.

14 — 0,2 N Hidrojen klortr (HCI): 17 ml Hidrojen klortr ile 1000 ml deiyonize su

tamamlandi.

15 - 0,1 N sodyum hidroksit NaOH: 4 g sodyum hidroksit ile 100 ml deiyonize su
karstirilarak elde edildi.

16 — pHio tamponu: 250 ml 0,2 N KCI ve 650 ml 0,2 N HCI miktar (17 ml/L)
karistirilarak elde edildi, 0,1 M NaOH ile pHio’e ayarlandh.

17 — pHa5 tamponu: 1,64 g Sodyum asetat trihidrat (C2HgNaOs) ile 100 ml deiyonize
su karistirilarak elde edildi, 0,2 N HCl ile pHs5’a ayarlandi.

3.1.4. Ultrasonik Destekli Bitki Ekstraksiyonu:

Ultrasonik destekli ekstraksiyon ultrasonik banyo (WiseClean WUC-DO06H) ile 50
kHz frekansta yapildi. Kurutulmus numunelerin her birinden 1 gram tartildi ve
ultrasonik banyo kullanilarak 30 dakika boyunca ayri ayr1 30 ml soliisyon (% 70
metanol) ile ekstrakte edildi. Ekstraksiyondan sonra, her bir karisim filtre kagidi
(WHATMAN INC, Florham Park, NJ ABD) ile filtrelendi ve ekstrakt analize kadar
buzdolabinda saklandi. Bitki ekstraktlar1 kullanilarak toplam fenolik, toplam flavonoid,

fenolik asit icerigi, galantamin analizi ve antioksidan kapasitesi belirlenmistir.

3.1.5 istatistiksel Analiz:

Her bir ekstraktin analizleri ii¢ tekrar halinde gerceklestirildi ve veriler ortalama +
standart sapma (SD) olarak ifade edildi. Varyans analizi (ANOVA) ve genel dogrusal
modelleme yapildi ve verilerin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi belirlendi.
Modelin anlamli oldugu tespit edildiginde, Tukey ikili kargilagtirma testi ile % 95 guven
diizeyinde (P < 5) ikili karsilagtirmalar yapilmis ve Ornekler arasindaki fark

incelenmistir.
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3.2. Metotlar:

3.2.1. Galanthamin Iceriginin HPLC ile Belirlenmesi:

Ekstraktlarin galanthamin icerigi, USP 40-NF 35 monografinda belirtilen analiz
metodu ile belirlendi. Tiim analizler, bir UV detektdr ile donatilmis bir Agilent 1260
HPLC cihaz1 ile gergeklestirildi. Mobil faz olarak bir A ¢oziicii (4,0 g/L Potasyum
dihidrojen fosfat soliisyonu) ve B ¢Oziclsu (Asetonitril) karisimi kullanildi. Ayirma
icin Zorbax Agillent C 18 (5 pm, 150 mm x 4.6 mm) kolon kullanildi. Mobil faz 1,0
mL/dak akis hizinda izokratik eliisyon (10 / 90, h / h) seklinde yapildi. Kolon termostat
sicaklhigi, 30 °C'de tutuldu ve dalga boyu, galanthamin icin 288 nm'ye ayarlandi. Coziicii
0,22 um'lik bir filtreden filtre edildi ve gazi1 giderildi. Numune enjeksiyon hacmi 20 pL
idi [119]. Bu deneyde kullanilan standart, Galanthaminedi ve Galanthamin icerigi, 1 g

kuru agirlik (GAL mg / g KB) basina mg Galanthamine esdegeri olarak ifade edildi.

Tablo 3.1. Galanthamine analizi i¢in HPLC'nin analitik kosullar1

Parametreler Kosullar
Kolon Zorbax extend-C18 (C18, 4.6 mm X 150 mm, 5 pm)
Akis hizi 1,0 mL/dk
Enjeksiyon hacmi 20 pL
Dedeksiyon 288 nm
Calisma siiresi 10 dk

3.2.2. Toplam Fenolik Iicerik Tayini:

Numunelerin toplam fenolik icerik Elzaawely ve Tawata tarafindan gelistirilen
Folin-Ciocalteu yontemiyle belirlendi [120]. 500 pl ekstrakt, 250 ul Folin-Ciocalteu
reaktif ve 7250 pl deiyonize su 10 mL tiiplere aktarilarak, karistirildi ve 5 dakika
boyunca karanlik bir ortamda bekletildi. Daha sonra, karigtma 2000 pl sodyum karbonat
(% 7,5 Na2COg) ilave edildi ve toplam karisimin hacmi 10 mL idi ve daha sonra bu
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karisim karanlik ortamda 30 dakika bekletildi ve daha sonra 765 nm dalga boyunda UV
spektrofotometre (SHIMADZU UV-1800 spektrofotometre) ile olculdi. UV-Visible
spektrofotometre cihazinda 6lgiimleri yapilan soliisyonlar sekil 3.1°de gosterilmistir. Bu
deneyde standart olarak Gallik asit kullanilmis ve bulgular, 1 g kuru agirlik (GAE mg /
1 g KB) basina mg gallik asit esdegeri olarak ifade edildi.

Sekil 3.1. Leucojum aestivum toplam fenolik numuneleri

3.2.3. Toplam Flavonoid icerik Tayini:

Numunelerin toplam flavonoid igerigi aliiminyum kloriir kolorimetrik yontemle
belirlendi [121]. 50 pl ekstrakt, 950 pl metanol ve 6400 pl deiyonize su 10 ml tiiplere
aktarildi, daha sonra 300 pl sodyum nitrit (% 5 NaNO3) ¢ozeltisi ilave edildi. Ardindan
karigima 300 pl aliminyum kloriir (% 10 AlCls) ¢ozeltisi ilave edildi ve 5 dakika
bekletildi, daha sonra karigima 2000 pl sodyum hidroksit (% 4 NaOH) ¢ozeltisi ilave
edildi. Karisim 15 dakika karanlik ortamda bekletildikten sonra absorbansi 510 nm'de
UV spektrofotometre (SHIMADZU UV-1800 spektrofotometre) ile ol¢ildi. UV-
Visible spektrofotometre cihazinda Olgiimleri yapilan soliisyonlar sekil 3.2°de
gosterilmistir. Bu deneyde standart olarak katesin kullanild1 ve toplam flavonoid igerigi,

1 g kuru agirlik basina mg katesin esdegeri olarak (CAE mg /1 g KB) ifade edildi.
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Sekil 3.2. Leucojum aestivum toplam flavonoid numuneleri

3.2.4. Antioksidan Aktivite Analizi:

3.2.4.1. 2,2-Dipenil-1-Picril-Hidrazil Testi (DPPH):

Ekstraktlarin antioksidan aktivitesi, daha énceki yontemlerde [122] tarif edildigi gibi
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) testi ile belirlendi. Her ekstraktin 300 ul'si 5,7 mL
DPPH cozeltisi ile karistirildi ve karanlikta 1 saat oda sicakliginda birakildiktan sonra
absorbanst 515 nm'de UV  spektrofotometre ile (SHIMADZU UV-1800
spektrofotometre) Olgiilmiistiir. Bu deneyde standart olarak Askorbik asit kullanildi.
UV-Visible spektrofotometre cihazinda Olgimleri yapilan soliisyonlar sekil 3.3°te
gosterilmistir. Her 6rnek icin DPPH radikalini siipiiriicti etkisi, asagidaki formiil ile

belirlendi:

% Inhibisyon = [(Aptank - Asampie) / Ablank] X 100 (3.1)

(Avlank: Kontrol ¢ozeltisinin absorbansi, Asample: Karigimin absorbanst.)
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Sekil 3.3. Leucojum aestivum DPPH numuneleri

3.2.4.2. ABTS* Radikal Katyon Testi:

Numunenin antioksidan aktiviteleri, ABTS* Radikal Katyon Testinin Inhibisyonu
[123] ile belirlendi. Bu yontem, 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit ve
potasyum persiilfatin (K2S20g) oksidasyonu ile Gretilen ABTS* radikal katyonunun
inhibisyonuna dayanmaktadir. Stok ¢ozelti olarak 2,6 mM potasyum persilfat ve 7,4
mM ABTS® kullanildi. Calisma ¢oOzeltisi iki stok ¢ozeltinin esit miktarlarda (1:1)
karistirilmasiyla hazirlandi ve karanlikta oda sicakliginda 12 saat stireyle birakildi. Daha
sonra 1 mL ABTS" ¢ozeltisinin 60 mL metanol ile Kkaristirilmasiyla UV
spektrofotometrede 734 nm dalga boyunda 1,1 £ 0,02 birim emilim elde etmek icin
seyreltildi. 150 pl ekstrakt ile 2850 ul ABTS* ¢ozeltisi karistirilarak 2 saat karanlikta
reaksiyona girmesine izin verildi. Ardindan 734 nm dalga boyunda absorbansi 6l¢iildii.
Bu deneyde kullanilan standart ¢ozelti Gallik asit olup, her bir numunenin antioksidan
aktivitesi ABTS" radikal Katyonunun % inhibisyonu olarak ifade edilmistir. UV-Visible
spektrofotometre cihazinda Olglimleri yapilan soliisyonlar sekil 3.4’te gosterilmistir.

ABTS" radikalini inhibe etme yiizdesi asagidaki formiilm ile hesaplanmustir:

% Inhibisyon = [Ao- (Ac-B)] / Ao x 100 (3.2)

(Ao, kontrol c¢ozeltisinin zaman igindeki absorbansi, A: antioksidanin zaman

icerisindeki absorbansi = 6 dk; ve B, numunenin absorbansi.)
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Sekil 3.4. Leucojum aestivum ABTS" numuneleri

3.2.5. indirgeme Kapasitesinin Belirlenmesi:

Bitki Ozlerinin indirgeme kapasitesi Oyaizu (1986) tarafindan belirlenmistir.
Indirgeyici madde, demir iyonlarmi (Fe®") demir iyonlarma (Fe?") indirgemekte ve
FeCls ilavesiyle olusan Prusya mavisi renginin emilimini 6lgmektedir. Bitki 6zlerinin
cesitli konsantrasyonlari, 2500 pl fosfat tamponu (0,2 M, pH 6,6) ve 2500 pl % 1
potasyum ferrisiyaniir (KsFe(CN)e) ile karistirildi ve daha sonra 20 dakika 50°C'de
inkiibe edildi. Karigimin sogutulmasmin ardindan 2500 pl % 10 trikloro asetik asit
(TCA) ilave edildi ve 2500 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi. Ust ¢6zelti tabakas1 (2500
ul), damitilmig su (2500 pl) ve taze hazirlanmis % 0,1'lik bir ferrik Klortr ¢ozeltisi (500
ul) ile karigtirildi ve 700 nm'de 6l¢iildii. Askorbik asit, standart ¢ozelti olarak kullanildi.

Reaksiyon karigiminin artan absorbansi, indirgeme giiciinde bir artisa isaret eder [124].

3.2.6. Toplam Antosiyanin Tayini:

Ekstraktlarm toplam antosiyanin igerigi, spektrofotometrik olarak farkli pH
kullanilarak belirlendi. Hazirlanan ekstraktlarin élguimleri i¢in, pHio (hidroklorik asit-
potasyum klorir) ve pHas (asetik asit-sodyum asetat) tampon ¢6zeltileri hazirlandi. Her
ekstrakttan 500 pl ve 9500 pl pHio tampon soliisyonu ile karistirilmigs ve her bir
ekstraktin 500 pl 9500 pl pHas tampon soliisyonu ile karistirilmis ve 2 saat beklettikten
sonra ayri ayri her biri igin 510 ve 700 nm dalga boylarinda 6l¢lilmiistiir. Toplam
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antosiyanin igerigi, siyanidin-3-glikozid esdegeri kullanilarak asagidaki formiille

hesaplandt:

A = [(As10-A700) PH1.0- (As10-A700) PHas] (3.3)

Sonuglar, numunenin anj siyanidin-3-glikozit / g (ug cg-3-glkt / g) kuru agirlig: olarak
ifade edildi [125].

3.2.7. Fenolik Asit Miktarlarinin HPLC ile Belirlenmesi:

Bu deneyde fenolik asit miktarmnim belirlenmesi i¢in Cig (4,6 mm x 150 mm, 5 pm)
stitunla donatilmig Agilent 1260 serisi HPLC cihazi kullanilmisgtir. Mobil faz A, % 0,02
trifloroasetik asit (TFA) iceren suydu ve mobil faz B, % 0,02 trifloroasetik asit (TFA)
iceren metanoldii. Mobil fazin akis hizi, 0.5 mL / dak'da tutuldu. Gradyan kosullar
asagidaki gibidir: 0-5 dk, % 25 B; 5-10 dak, % 25-30 B; 10-16 dak, % 30-45 B; 16-18
dk, % 45 B; 18-25 dk, % 45-80 B; 25-30 dak, % 80 B; 30-40 dak, % 80-25 B. Kolonun
sicaklig1 25 °C'de tutuldu. Enjeksiyon hacmi 10 pl idi. DAD'nin tespit dalga boylari
secilen dort pozisyonda ayarlandi: 254, 275, 305 ve 320 nm [126].

Tablo 3.2. Fenolik Asitlerin analizi i¢in HPLC'nin analitik kosullar1

Parametreler Kosullar
Kolon Cis (4.6 mm x 150 mm, 5 pm)
Akis hizi 0,5 mL/dk
Enjeksiyon hacmi 10 puL
UV algilama 254, 275, 305 ve 320 nm
Caligsma siiresi 40 dk
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3.2.8. Antimikrobiyal Aktivite ve Antifungal Etkiler (in vitro):

3.2.8.1. Bitki Ekstraksiyonun Hazirlamsi:

Kurutulmus ve oOgiitiilmiis bitki numunelerinden 25 gram tartilarak koyu renkli
siselere aktarildi ve sirasiyla iizerine 40 mL etanol ve 10 mL deiyonize su konulup
karistirild1 ve oda sicakliginda karanlikta saklandi. 48 saat sonra, (WHATMAN INC.,
Florham Park, NJ ABD) filtre kagidi ile karisim siiziildii ve kalint1, esit hacimde ¢oziicii
ile tekrar ekstre edildi. 48 saat sonra, islem tekrarlandi. Kombine siipernatanlar,
destilasyon diizenegiyle kurutularak her birinden ayri ayri hassas terazide 0,250 g
tartilarak 300 pl DMSO’da ¢ozdiiriilmiistiir. Elde edilen numuneler antifungal ve

antibakteriyal aktivite analizlerinde kullanilmistir.

3.2.8.2. Antimikrobiyal Analiz:

Antibakteriyal analizde, bakteri suslar1 Usak Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek
Yiksekokulu Kiltur Koleksiyonundan temin edildi, Gram positive: Bacillus subtilis ve
Staphylococcus aureus (ATCC25923) / Gram negative: Pseudomonas aeruginosa
(ATCC27853), Escherichia coli (ATCC25922) ve Klebsiella pneumoniae
(NRLLB4420) olmak iizere bes adet bakteri kullanilmistir. Mueller Hinton Agar (25 ml)
besiyeri iceren petrilere bakterilerin ekimi yapilmistir (0.5 McFarland) ve ortalarina 6
mm’lik kuyucuklar agilarak ve her bir kuyucuga bir numuneden 20 pul inokile
edilmistir. Ardindan 37 °C’de 18-24 saat etiivde inkiibe edildikten sonra sonuclar (mm)

degerlendirilmistir [127].

3.2.8.3. Antifungal Analiz:

Antifungal analizde kullanilan funguslar; Usak Universitesi Saghik Hizmetleri
Meslek Ylksekokulu Kultiir Koleksiyonundan temin edildi. Yapilan ¢alismada; Mucor
plumbeus (MH870585.1), Trichoderma longibrachiatum (MK910052.1), Fusarium
solani (KT876631.1), Penicillium glabrum (MK910045.1), Alternaria citri,
Cladosporium cladosporioides, Trichoderma atroviride (MH398583.1), Penicillium
janthinellum (EF634422.1) olmak iizere sekiz adet fungus kullanilmigtir. Sabouraud

dekstroz agar (25 ml) besiyeri iceren petrilerin ortalarina 6 mm’lik kuyucuklar acildi ve
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her bir kuyucuga bir numuneden 20 pl inokiile edilerek kiiflerin ekimi yapildi. Ardindan
bir hafta oda sicakliginda karanlikta inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra
sonuglar (mm) degerlendirildi [128].

3.2.9. Anatomik Analiz:

Anatomik c¢aligmalarda Leucojum aestivum’un yapraklar1 ve soganlari (bulblari)
bitkinin ¢iceklenme doneminde taze olarak incelenmistir (6rnekler ethanol igerisinde
tutulmamistir). Leucojum aestivum’un yapragindan enine ve yiizeysel kesitler alinirken
soganlarindan enine kesitler alinmistir. Enine kesit alma iglemi sirasinda keskin bir jilet
kullanmilmis ve el ile dikkatli bir sekilde ve olabildigince ince kesitler alimmuistir.
Yapragin adaksiyal (iist) ve abaksyial (alt) yiizeylerinden kesin alinirken en distaki zars1
tabaka yine bir jilet yardimiyla kesilip soyularak alinmistir. Anatomik c¢alismlar
esnasinda mikrotom ile kesit alma, ikili boyama gibi ileri diizey islemler yapilmamistir.
Alman kesitler lamlarin {izerine konulduktan sonra pastor pipet ile alinan distile sudan
3-5 damla herbir lamin {izerine damlatilmis ve ardindan yaklagik 45 derecelik bir agiyla
ve yavag bir sekilde lamel kapatilmistir. Hazirlanan preparatlar goriintiileme sistemli
trinokiiler 1s1k mikroskobunda (Leica DM1000 Light Microscope) ve farkli objektif
blyiltmelerinde (4x-40x) incelenmis ve fotograflar1 alinmistir. Anatomik ¢aligmalarda
yapragin alt ve iist ylizeyini orten koruyucu doku, mezofil tabakasi, kristallerin varligi
ve c¢esidi, iletim doku, stomalarm c¢esidi ve sayisi, soganlarda nisastalarm varligi,

yogunlugu ve ¢esidi gibi karekterler arastirilmistir [129, 130].

3.2.10. Mikromorfolojik / SEM Analiz:

Leucojum aestivum’un yapraklarinin adaksiyal ve abeksiyal yiizeylerinin
mikromorfolojilerinin saptanabilmesi i¢in dncelikle Usak Universitesi Bitki Sistematigi
ve Filogenetigi Arastrma Laboratuvarinda bulunan digital kameral1 (Leica EC3, Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany) trinokiler bir streomikroskopta (Leica S6D, Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany) farkli biiyiitmelerde (8x-40x) incelenmistir. Stereo
mikroskop fotograflar1 LAS EZ programu kullanilarak almmustir. Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) ile gergeklestirilen ¢alismalarda oncelikle yapragm her iki ylizeyine

iliskin ayrintili inceleme yapilabilmesini saglayacak nitelikte 5’er adet 6rnek secilmis ve
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bunlar bir bistiiri yardimiyla yaklasik 2-3 cm boyutunda kesilmistir. Daha sonra, bunlar
her iki ylizeyide yapiskanli olan karbon bant aracilig ile staplarin {izerine yerlestirilmis
ve 10 nm kalinhiginda altin-paladyum ile kaplandiktan sonra Afyon Kocatepe
Universitesi Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (TUAM) biinyesinde bulunan
Taramali Elektron Mikroskobu (LEO-1430 VP SEM, Carl Zeiss SMT, Oberkochen,
Germany) ile farkl biiylitmelerde (300x-500x), 20 Kv voltaj altinda ve 30 mm ¢alisma
mesafesinde ayrmtili olarak incelenmis ve goriintiileri elde edilmistir. SEM c¢alismalar1
esnasinda yiizey ornamentasyon tipi, epidermal hiicrelerin antiklinal ve periklinal
duvarlarinin 6zellikleri ve stomalarin poziyonlar1 gibi mikromorfolojik karekterler

arastirilmigtir [131]
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Galantamin I¢ceriginin Belirlenmesi:

Orneklerdeki galantamin miktarinin belirlenmesi, ters faz HPLC yontemi ile yapildi.
Once 1000 ppm galantamin standart stok solusyononu hazirlandi. Su ile seyreltme
yapilarak kalibrasyon tablosunun olusturulmasi i¢in bes farkli konsantrasyonda (100,
200, 300, 400 ve 500 mg / L) galantamin standard solusyonu hazirlanarak cihaza
enjeksiyonu yapildi. Elde edilen pik alanma karsi bir konsantrasyon grafigi ¢izildi.

Galantaminin standart egrisi, sekil 4.1'de verilmistir.

Galantamin standardi ve leucojum aestivum 6zitlerinin HPLC kromatogramlari,
sekil 4.2, 4.3 ve 4.4’te verilmistir. Leucojum aestivum’un yaprak ve soganlarinda tespit

edilen galantamin igerigi Tablo 4.1'de sunulmaktadir.

Galantamin Standart Egrisi

Pik Alam
S
8

y =10.443x - 64.8
R?=0.9993

0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Konsantrasyon mg/L

Sekil 4.1. Galantamin standart egrisi
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Sekil 4.2. Galantamin standardinin kromatogrami (200 ppm)
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Sekil 4.3. Sogan ekstraksiyon kromatogrami
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Sekil 4.4. Yaprak ekstraksiyon kromatogrami

Tablo 4.1. Leucojum aestivum yapraklarindaki ve soganlardaki galantamin igerigi, mg

Galantamine / g KB olarak ifade edilir.

Galantaminin HPLC Sonuc¢lan

leucojum aestivum Numune mg Galantamin / g KB
Yaprak 1,47
Sogan 3,75

Bu ¢alismada, sonuglar tizerinde leucojum aestivum yapraklarinda galantamin oldugu
(1,47 mg GAL / g KB) ve soganlarda (3,75 mg GAL / mg KB) oraninda bulundugu
belirlenmistir. Tiirkiye'de yetisen leucojum aestivum ana galantamin kaynagi olarak

kullanilabilir.

Anadolu daki g6l sogani popiilasyonlarinin galantamin bakimindan en zengin
oldugu, galantamin tipi sentezin hakim oldugu bulundu. Buna karsilik, Romanya'da
toplanan bitkilerede, % 0,26 oraninda Icorine ve % 0,19 oraninda galantamin (KB'ye

atifta bulunularak) icerecek sekilde likorin tipi bilesikler baskindir [110].

47



4.2. Toplam Fenolik Icerik Tayini:

Bitkinin metanol ekstraktlarindaki toplam ¢o6ziinebilen fenolik maddeler Folin-
Ciocalteu reaktifi (FCR) ile tayin edildi. FC reaktifi fosfotungustik (H3PW12040) Ve
fosfomolibdik (H3PMo012040) asitlerin karigimi olup fenol oksidasyonu sirasinda bu
oksitler mavi renkli bilesiklere indirgenir. Bu renk degisimi polifenolik bilesik miktar1
ile orantili olup 760 nm’de spektofotometrede takip edilir. Bes farkli konsantrasyondaki
Gallik asit standart ¢ozeltisinin absorbans degerleri 765 nm dalga boyunda ultraviyole
spektrofotometre (SHIMADZU UV-1800) ile olgtilmistiir. Sekil 4.5, Gallik asidin
standart egrisini gostermektedir. leucojum aestivum yapraklar1 ve soganlarindaki toplam
fenolik icerik Tablo 4.2'de sunulmaktadir.

Gallik Asit Standart Egrisi

y =0.0041x - 0.001
R?=0.9996

Absorbans

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Konsantrasyon mg/L

Sekil 4.5. Gallik asit standart egrisi
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Tablo 4.2. Leucojum aestivum bitkisinin yaprak ve soganlarindaki toplam fenolik
icerik, her numunenin mg gallik asit / g KB olarak ifade edilir. Her deger ortalama *
standart sapma (n = 3) olarak ifade edilir.

leucojum aestivum Numune Toplam Fenolik I¢erik
mg GAE /g KB
Yaprak 12,937+0,057
Sogan 3,947+0,023

Bu calismanin uygulanabilirligi acisindan toplam fenolik degerini 6lgmeden 6nce
leucojum aestivum ekstraklar1 hazirlanmistir. Toplam fenolik ile leucojum aestivum
fenolik icerigi arasindaki baglantiyr belirtmek i¢in de 6zel bir reaktif olan ‘Folin-
Ciocalteau’ kullanilmistir. Toplam fenolik madde tayini analizinde, 6rneklerin toplam
fenolik madde miktarinin belirlenmesinde gallik asit esdegeri (GAE) olarak verilerek
oncelikle gallik asit kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Kalibrasyon egrisinin ¢izilmesinde

150-750 mg/L konsantrasyon araliginda gallik asit ¢ozeltisi kullanilmistir.

Yaprak ve sogan ekstrektlerinde toplam fenolik madde miktarlariin belirlenmesinde
yapilacak hesaplamalar i¢cin gerekli olan gallik asit standart egrisinden faydalanilmistir.

Bu grafik Sekil 34’de verilmistir.

Leucojum  aestivum  soganlariyle karsilastirildiginda,  leucojum  aestivum
yapraklarinda nispeten yiiksek bir toplam fenolik igerik belirlenmistir. Leucojum
aestivum yapraklarinin toplam fenolik igerigi 12,937 + 0,057 mg GAE / g KB iken
soganlarinin fenolik igerigi 3,947 + 0,023 mg GAE / g KB olarak belirlenmistir. GAE
degerleri 12 ve 20 mg GAE / g KB veya daha yuksek [132, 133] araliginda oldugunda,
goreceli olarak yiiksek kabul edilir, bu nedenle yapraklarm TPC'si aralik i¢inde idi,
ancak soganlar i¢in degildi. Macar leucojum vernum yapraklarinda, daha yiiksek bir
toplam fenolik icerigi not edildi (22,71 mg GAE / g KB) ve leucojum aestivum
yapraklar1 (15,93 + 2,47 mg GAE / g KB), ancak leucoum aestivum soganlari (idi. 4,9 +
1,52 mg GAE / g KB) ve leucojum vernum (4,63 + 2,25 mg GAE / g KB) idi [134].
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Romen leucojum vernum'un havadan kalan kisimlarinda toplam fenolik igerik (16,49
mg GAE / g KB) idi [135].

4.3. Toplam Flavonoid icerigi Tayini:

Flavonoidler genel olarak fenolik bilesiklerin en 6nemli iiyesidir. Yapilan ¢aligmalar

sirasinda ekstraklarin toplam flavonoid igerikleri katesin es degeri olarak hesaplanda.

Gida veya tibbi bitki Orneklerinde toplam flavonoid igeriginin belirlenmesinde
kullanilan aliminyum kompleks olusumuna dayanan spektrofotometrik deneyler, farkli
flavonoid familya simniflarindan birkag bilesik i¢cin incelenmistir. Alkali ortamda NaNO>
varliginda prosediir rutin, luteolin ve katesinler igin spesifik gibi gériinmekle birlikte,

fenolik asitler 510 nm'de 6nemli bir emilim sergilerler.

Metot, siibstitiie edilmemis veya sterik olarak bloke edilmemis ii¢ veya dort
pozisyonu olan bir katekol grubu tagiyan herhangi bir aromatik halkanin nitrasyonuna
dayanmaktadir. Al (III) ilavesinden sonra, sar1 bir kompleks ¢ozeltisi olustu, ardindan
NaOH ilavesinden hemen sonra pembeye doniistii. Bes konsantrasyondaki katesin
standart ¢ozeltileri icin absorbanslar 510 nm'de ultraviyole spektrofotometre
(SHIMADZU UV-1800) ile olgiilmustiir. Sekil 4.6, Katesin'in standart egrisini
gostermektedir. leucojum aestivum yapraklar1 ve soganlarindaki toplam flavonoid

icerigi Tablo 4.3'te sunulmaktadir.
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Katesin Standart Egrisi
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y =0.0001x + 0.0026
R?=0.9998

Absorbans

Konsantrasyon mg/L

Sekil 4.6. : Katesin Standart Egrisi

Tablo 4.3. Yaprak ve soganlarindaki leucojum asetivum daki toplam flavonoid igerigi,
her numunenin mg Catechin / g KB olarak ifade edilir. Her deger ortalama + standart

sapma (n = 3) olarak ifade edilir.

leucojum aestivum Numune Toplam flavonoid icerigi
mg CAE /g KB
Yaprak 10,620+1,670
Sogan 0,820+0.624

Leucojum aestivum yapraklarindaki toplam flavonoid igerigi, 10,620 = 1,670 mg
CAE / g idi. KB ve soganlarda 0,820 + 0,624 mg CAE / g idi. KB.

4.4. Antioksidan Aktivite Analizi:

4.4.1. 2,2-Dipenil-1-Picril-Hidrazil Testi (DPPH):

DPPH, stabil serbest radikal molekiillerden olusan koyu renkli kristal bir tozdur.
Leucojum aestivum yapraklarinin ve soganlarmin metanol ekstraktlarmin serbest

radikallere karsi antioksidan kapasitesini arastirmak igin radikal temizleme yontemi
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kullanilmistir. DPPH radikali, reaksiyon olusumu nedeniyle serbest radikal temizleme
aktivitesinin analizinde yaygin olarak kullanilir. Bu yontemde, antioksidan ve DPPH
serbest radikali arasinda proton transfer reaksiyonu, 515 nm'de absorbansta bir
azalmaya yol agmaktadir. Bu islem, absorbans sabit olana kadar goriilebilir alani
spektrofotometre ile izlemeye dayanir. Standart Askorbik asit (antioksidan Ozelliklere
sahip dogal olarak olusan organik bilesik) ¢oOzeltisinin farkli konsantrasyonlar: ile
gelistirilen analiz egrisi, Sekil 4.7a'de ve Sekil 4.7b'de inhibisyon egrisi gostermektedir.
leucojum aestivum yapraklar1 ve soganlarindaki toplam flavonoid igerigi Tablo 4.4'te
verilmistir. DPPH aktivitesini mg AA / g cinsinden gostermektedir KB.

Askorbik Asidin Standart Egrisi
1 -
0.9 -
0.8 -
0 0.7 -
_cés 0.6 -
505 -
B 04 -
< o3 - y =-0.0077x + 1.0655
0.2 1 R? = 0.9994
0.1 -
0 ; ; ; ; ; .
0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon mg/L

Sekil 4.7a. Askorbik asit analizinin standart egrisi.
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Askorbik Asidin Standart Egrisi
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Sekil 4.7b. Askorbik asit inhibisyonunun standart egrisi.

Tablo 4.4. Yapraklarda ve soganlarda leucojum aestivum’un serbest radikal temizleme
aktivitesi (DPPH). Her numunenin sonucu mg askorbik asit / g KB olarak ifade edilir.

Her deger ortalama =+ standart sapma (n = 3) olarak ifade edilir.

leucojum aestivum % Inhibisyon mg AA/g KB
Numune
Yaprak 89,70 3,736+0,047
Sogan 11,11 0,590+0,123

Yaprak ekstrakt orneklerinin DPPH temizleme aktivitesi 3,736 £ 0,047 mg AA / g
KB iken, sogan ekstrakt 6rneklerinin DPPH temizleme aktivitesi 0,590 + 0,123 mg AA /
g KB olarak belirlenmistir.

DPPH testi, radikal bilesigin stabil oldugu ve {retilmesi gerekmediginden,
antioksidanlarin radikal temizleme aktivitesini degerlendirmek i¢in gecerli, dogru, kolay
ve ekonomik bir yontem olarak kabul edilir. [136, 137, 138]. Fenol bilesiklerinin
antioksidan yetenegini degerlendirmek icin DPPH yontemi kullanilmistir [136]. Bu

calismada, leucojum aestivum’un yaprak ekstraktlar, sogan ekstraktina gore
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oksidasyona karsi en yiiksek temizleme kapasitesine sahiptir, daha sonra soganlardan

daha 6nemli olan antioksidan kaynagidir. Bizim bulgularimizda bu yondedir.

4.4.2. ABTS" Radikal Katyon Testi:

Standart Gallik asit ¢ozeltilerinin farkli konsantrasyonlari ile gelistirilen analiz egrisi,
Sekil 4.8a'de ve Sekil 4.8b'deki inhibisyon egrisi de sunulmustur. Tablo 4.5'te leucojum
aestivum’un yapraklar1 ve soganlarinda ABTS™ aktiviteleri, antioksidan aktiviteleri mg
GAE / g KB olarak ifade edildi.

09 Gallik Asidin Standart Egrisi
0.8
0.7
2 0.6
805
2 0.4
Q
<03
0.2 y =-0.0036x + 0.8985
' R?=0.9999
0.1
0
0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon mg/L

Sekil 4.8a. Gallik asit analizinin standart egrisi.
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Gallik Asidin Standart Egrisi
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Sekil 4.8b. Gallik asit inhibisyonunun standart egrisi.

Tablo 4.5. Leucojum aestivum’un yaprak ve soganlarinda ABTS aktivitesi her numune
icin mg gallik asit / g KB olarak ifade edilir. Her deger ortalama =+ standart sapma (n =
3) olarak ifade edilir.

leucojum aestivum % Inhibisyon mg GAE / g KB
Numune
Yaprak 70,90 5,190+0,130
Sogan 30,64 2,013+0,235

Yaprak ekstraktlarmda ABTS™ aktivitesi 5,190 + 0,130 mg GAE / g olarak
belirlenmistir. Sogan ekstraktlarinda ABTS aktivetesi 2,013 + 0,235 mg GAE / g KB
olarak belirlenmistir. ABTS™ radikalin1 temizleme aktivetisi igin, inhibisyon degerleri
(radikal seviyelerinin azalmasi) >60% oldugunda, antioksidan kapasitenin yiiksek
oldugu kabul edilir. Yontemin kendisi, belirli bir numunenin diger ¢esitli yontemlere
kiyasla radikal siipiirme kapasitesinin iyi bir gostergesidir: DPPH, FRAP, ORAC, vb.
[132, 139-141]. DPPH sonuglarinda oldugu gibi, leucojum aestivum’un yaprak
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ekstraktlar1 soganlardan daha fazla antioksidan aktiviteye sahiptir ve bu da onu dnemli

bir antioksidan bilesik kaynag1 yapar.

4.5. Indirgeme Kapasitesinin Belirlenmesi:

Askorbik asit, standart c¢ozelti olarak kullanildi. Reaksiyon karigimmin artan
absorbansi, azaltma giiciindeki bir artis1 gosterir. Sekil 4.9, askorbik asidin Standart
tablo 4.6, yaprak ve leucojum aestivum'un RPC'sini

egrisini, soganlardaki

gostermektedir. Sekil 4.10, RPC'nin bunlar arasindaki karsilastirmasimi gosterir.

Askorbik Asidin Standart Egrisi

2.000 ~
1.800 -
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1.400 -
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0.800 -
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0.400 -
0.200 -
0.000 . .

0 500 1000

Konsantrasyon mg/L

Absorbans

y =0.0015x + 0.327
R? =0.996

1500

Sekil 4.9. Askorbik asidin standart egrisi

Tablo 4.6. Leucojum aestivum'un yaprak ve soganlarinda indirgeme Kapasitesi, mg / ml

olarak ifade edilir. Her deger ortalama + standart sapma (n = 3) olarak ifade edilir.

leucojum 0,0045 0,0089 0,0132 0,0175
aestivum mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
Numune
Yaprak absorbansi | 0,530+0,050 0,790+0,035 1,133+0,043 | 1,359+0,010
Sogan absorbans1 | 0,179+0,015 0,233+0,067 0,247+0,005 | 0,262+0,037
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indergeme Aktivite Egrisi

1.6 ~
14 -
1.2
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Konsantrasyon mg/ml

Sekil 4.10. Yaprak ve soganlarim RPC karsilastirmasi

Sonuglar en yiiksek absorbansin 0,0175 mg / ml yapraklarda (1,359 + 0,010)
oldugunu gostermistir. Diger taraftan, en diisiik absorbans soganlarda (0,179 + 0,015)
0,0045 mg / ml idi. Bitki ekstraktlarinin azaltici 6zellikleri, potansiyel antioksidan
aktivitelerinin 6nemli bir gostergesi olarak gortlmektedir [142]. Potasyum ferrisiyanur
indirgeme yontemi, bitki polifenollerinin RP degerini degerlendirmek i¢in yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. Bu tahlilde, test numunelerindeki antioksidanlarin varligi, bir
elektron bagislayarak Fe® * ferrisiyanit kompleksinin bir elektron vererek Fe? * forma
indirgenmesine neden olmaktadir. Daha sonra Perl’in Prusya mavisi renk olusumu

Olcerek izlenmistir [143].

Leucojum aestivum yapraklarinin absorbansi 0,0045 mg / ml'de 0,530 + 0,050,
0,0089 mg / ml'de 0,790 + 0,035, 0,0132 mg / ml'de 1,133 £ 0,043 ve 0,0175 mg / ml'de

1,359 £ 0,010 olmustur. Yani konsantrasyon arttiginda absorbans artar.

Leucojum aestivum asoganlarin absorbansi 0,0045 mg / ml'de 0,179 + 0,015, 0,0089
mg / ml'de 0,233 £ 0,067, 0,0132 mg / ml'de 0,247 £ 0,005 ve 0,0175 mg / ml'de 0,262
+ 0,037 010'dur. mi. Bu ¢aligmada gorebilecegimiz gibi, leucojum aestivum yapraklari,

sogurganligin artmasmdan dolayr soganlara kiyasla en yiiksek azaltma giicii
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kapasitesine sahiptir ve leucojum aestivum, soganlardan ziyade RPC bilesiklerinin

kaynagi olarak daha 6nemlidir.

4.6. Toplam Antosiyanin Tayini

Leucojum aestivum yapraklarinin ve sogan ekstraktlarinin toplam antosiyanin
muhtevasi, iki farkli pH’ta (pH1.0 Ve pHas) spektrofotometre kullanilarak belirlendi ve

Olgtimler, her biri i¢in ayr1 ayr1 510 ve 700 nm dalga boylarinda yapildi.

Toplam antosiyanin igerigi, Siyanidin-3-glikozid esdegeri kullanilarak asagidaki

formiille hesaplandz:

A = [(As10-Az00) PH1.0 - (As10-Ar00) PHa 5] (4.1)

Tablo 4.7, leucojum aestivum kisimlarindaki Toplam Antosiyanin igerigini

gostermektedir.

Tablo 4.7. Leucojum aestivum’un yaprak ve soganlarinda daki toplam Antosiyanin
icerigi, ug cg-3-glkt / g KB olarak verilmistir. Her deger ortalama =+ standart sapma (n
= 3) olarak ifade edilir.

leucojum aestivum Numune ug cg-3-glkt / g KB
Yaprak 0,008+0,001
Sogan 0,018+0,003

Antosiyaninler genellikle dogadaki en biiylik ve en dnemli suda ¢Oziinlir pigment
grubu olarak kabul edilir [144]. 5 ile 6 arasindaki pH degerlerinde sadece iki renksiz tiir
bulunabilir (swrasiyla karbinol psddobaz ve kalkon). 7'den yiiksek pH degerlerinde,
antosiyaninler ikame gruplarima bagh olarak diiser [145] Canli organizmalar insan
hayatin saglikli bir dengede tutmaya ¢alisan bir redoks sistemine sahiptir. Hiicrelerin ve
organizmalarin yasam durumlar1 i¢in serbest radikaller gereklidir [146]. Besin, besin

degerine ek olarak insan saglig1 lizerinde de olumlu etkilere sahip olabilir. Baz1 yiyecek
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ve iceceklerde bulunan antosiyaninlerin kanser gibi cesitli hastaliklarin dnlenmesinde
onemli bir rol oynadig1 gosterilmistir; antioksidan aktivite —mekanizmalari,
detoksifikasyon aktivitesi, ¢cogalma Onleyici, apoptoz indiikksiyonu ve anti-anjiyojenik
aktivite iceren kardiyovaskiiler hastaliklar; anti-enflamatuar aktivite; tip Il diyabet ve
obezitenin kontrol edilmesi igin klinik bir terapotik hedef olan sindirim enzimlerinin (a-
glukozidaz, a-amilaz, proteaz ve lipaz) inhibisyonu; bagisiklik sisteminin iyilestirilmesi;
Yaglanma siirecinin gerisinde oldugu gibi gece goriisiiniin iyilestirilmesi, Ornegin
Alzheimer hastaligi gibi dejeneratif bozukluklarmn riskini azaltir [147, 148]. Bu
calismada leucojum aestivum’un en yiiksek antosiyanin igerigi, soganlarinda (0,018 +
0,003) ug cg-3-glkt / g KB olarak belirlenmistir. Yapraklarinda ise 0,008 + 0,001 ug cg-
3-glkt / g KB olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gdére, ana antosiyaninler kaynagi

soganlarda yapraklardan daha fazladir.

4.7. Fenolik Asit Miktarimin HPLC ile Belirlenmesi:

Orneklerdeki fenolik asitlerin miktarlarinin belirlenmesi, iki tip ekstrakt, metanolik
ekstrakt ve HCL pHio ekstrakti igin ters faz HPLC metodu ile yapildi. Standart
malzeme olarak gallik asit, Gentisik asit, Vanillik asit, Kafeik asit, Syringik asit,
Sinapinik asit, p-kumarik asit, Ferrulik asit, Rosmarinik asit, Protocatechik asit,
Catechin, Naringenin ve Quercetin kullanilmistir. Sekil 4.11, 4.12, 4.13, 4.14, 4.15'te
sirastyla fenolik asit standardi kromatogramlari, yapraklarm ve soganlarm HCL
ckstrakt1 ile yaprak ve soganlarin metanolik ekstraktlar1 gosterilmektedir. Leucojum

aestivum kisimlarindaki fenolik asit i¢erigi Tablo 4.8'de verilmistir.
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Sekil 4.12. Yapraklarin HCL ekstraktlarinin HPLC kromatogrami
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Tablo 4.8. Leucojum aestivum daki fenolik asit igerigi, iki tiir ekstrakt i¢cin (HCL pHi.0 ve metanol) sogan ve yapraklarda, mg / 100 g KB

olarak ifade edilmistir

leucojum aestivum Numuneler

Fenolik Asitler (mg/100g KB)

Flavonoidler (mg/100g KB)

Polifenol
(mg/100 g KB)

5 8 2 |z |g |® % |% g g |% -
x % X |25 &5 |2 |x £ 2 | E g S 2 g
= = = S ® £ ®© | S D S ®© S s = @ E
T = = g > E | ® X @ Nz 3 v, 8
O 8 S £ S | X & = z X &
HCI (pH1.0) ekstrakti
Yaprak - 359,25 | 8,52 - - - - - 56,61 8,55 -
Sogan | 4,32 | 311,01 - - - - 5,25 - - - -
Metanol ekstrakti
Yaprak | 38,91 - - 2,01 | 42,33 - 2,88 84,48 - 125,73 109,89
Sogan - 110,43 - - - - 8,88 - - - -
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Fenolik asitler (mg / 100 g KB) olarak ifade edildi. Leucojum aestivum yapraklarinin
pH1.0 ekstraklarinda en yiiksek oranda fenolik asilerden 359,25 mg/100 g KB numune
oraninda gentisik asit belirlendi, fenolik asitlerden en diisiik oranda soganlarin pHqo
ekstraktlarinda 4,32 mg/100 g KB numune oraninda gallik asit icerigi tespit edildi.
Metanolik ekstraktlarda yapraklarda 125,73 mg/100 g KB numune oraninda naringenin
belirlendi, 2,01 mg/100 g KB numune oraninda protokatesik asit belirlendi. Yapraklarda
pH10 ekstraktinda gallik asit ve kafeik asit belirlenmedi. Soganlarin pHio ekstraktinda
gallik asit 4,32 ve kafeik asit 5,25 mg/100 g KB numune oraninda belirlendi. Sogan
ekstraktlarmda (pHio ekstrakt) vanilik asit, katesin ve naringenin tespit edilmedi.
Yaprak ekstraktlarinda (pHio ekstrakt) vanilik asit, katesin ve naringenin belirlendi
(8,52, 56,61 ve 8,55). Yapraklarin metanolik ekstraktlarinda, gentisik belirlenmezken,
soganda 110,43 mg/100 g KB numune oraninda belirlendi. Soganlarin metanolik
ekstraktlarinda gallik asit, protokatesik asit, siringic asit, p-kumarik asit, naringenin ve
rosmarinik asit belirlenmemistir. Yapraklarin metanolik ekstraklarinda gallik asit,
protokatesik asit, sirmgic asit, p-kumarik asit, naringenin ve rosmarinik asit (sirasiyla
38,91 — 2,01 — 42,33 — 84,48 — 125,73 — 109,89) belirlenmistir. Bu iki ekstraktta ferrulik
asit, sinapinik asit ve kuersetin belirlenmemistir. Yapraklarim HCL ekstraktinda vanilik
asit ve katesin (swasiyla 8,52 — 56,61) belirlenmistir, yapraklarin metanolik
ekstraklarinda vanilik asit ve katesin tespit edilmemistir. Ancak yapraklarin metanolik
ckstraktlar1 gallik asit, protokatesik asit, siringic asit, p-kumarik asit ve rosmarinik asit
(srrasiyla 38,91 - 2,01 — 42,33 — 84,48 — 109,89) belirlenmistir. yapraklarin HCL
ckstraklarinda, gallik asit, protokatesik asit, siringic asit, p-kumarik asit ve rosmarinik
asit tespit edilmemistir. HCL ekstraktinda, soganlarda gallik asit (4,32) belirlenmistir,
ancak soganlarin metanolik ekstraktlarda belirlenmemistir. Bu iki ekstrakt arasinda
karsilagtirma yaparsak, protocatechik asit, siringic asit, p-kumarik asit ve rosmarinik asit
sadece yapraklarun metanolik ekstraktlarinda bulunmakta, vanilik asit ve katesin

yapraklarin HCL ekstraktlarida bulunmaktadir.
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4.8. Antimikrobiyal ve Antifungal Aktivite:

4.8.1. Antimikrobiyal Analiz:

Leucojum aestivum kisimlarmin (yapraklar ve soganlar) antimikrobiyal aktivitesi,
bes patojenik bakteri susuna (Gram pozitif: Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus /
Gram negatif: Pseudomonas aerouginosa, Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae)
kars1 incelenmistir. Antibakteriyel aktivitelerin sonuglar1 Tablo 4.9'da verilmistir. Elde
edilen sonuglar, bu ekstraktlarmm bu suslara karsi hicbir etkinligi olmadigni ortaya

koymustur.

Tablo 4.9. Leucojum aestivum yaprak ve sogan ekstraktlarmin antimikrobiyal analizi

leucojum Gram pozitif bakteri Gram negatif bakteri

aestivum | Bacillus | Staphylococcus | Pseudomonas | Escherichia | Klebsiella

Numune | sybtilis aureus aeruginosa coli pneumoniae
Yaprak - - - - -
Sogan - = - - -

Bir onceki ¢alismaya gére, DMSO'nun (dimetil siilfoksit) biyolojik c¢evre {izerinde
kayda deger bir etkisi yoktur [127]. Segilen bakteri suslar1 tizerinde leucojum aestivum

ekstraksiyonun (yapraklar ve soganlar) etkinligi olmadigini gésteren sonuglar.

4.8.2. Antifungal Analiz:

Antibakteriyel aktivitelere ek olarak, ekstraktlar sekiz mantar susuna (Mucor
plumbeus, Trichoderma longibrachiatum, Fusarium solani, Penicillium glabrum,
Alternaria citri, Cladosporium cladosporioides, Trichoderma atroviride, Penicillium
janthinellum) kars1 antifungal aktivitelere maruz birakildi, ve inhibisyonun zon ¢aplari
(mm) Tablo 4.10'da 6zetlenmistir. DMSO (dimetil sulfoksit) bu testte kontrol olarak

kullanilmaistir.
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Tablo 4.10. Leucojum aestivum ekstraktlamnin antifungal aktivite analizleri

mantar susuna leucojum aestivum Numune DMSO (kontrol)

Yaprak Sogan

Mucor plumbeus - - -

Trichoderma - - -
longibrachiatum

Fusarium solani 11 8 10
Penicillium glabrum 21 23 20
Alternaria citri 17 16 12
Cladosporium 28 23 27

cladosporioides

Trichoderma - - -
atroviride
Penicillium 18 16 18

janthinellum

Antifungal aktivite sekiz fungusa kars1 denenmistir. Leucojum aestivum’un yapragi
en fazla etkiyi Alternaria citri'aya karsi gostermistir. Ayrica Fusarium solani,
Penicillium glabrum ve Cladosporium cladosporioides'a karsida az da olsa bir etkisi
olmustur. Leucojum aestivum 'un sogani ise Penicillium glabrum ve Alternaria citri'ye

kars1 bir etki gostermistir. Bunlar disinda funguslarda bir etki s6z konusu degildir.

Leucojum aestivum ekstraktlarinin (yapraklar ve soganlar) Segilen bakteri suslari
Uzerinde etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Ayrica, diger bir ¢alismada Lukon Glads'tan
(Sadska, Cek Cumhuriyeti) elde edilen leucojum aestivum'un sogan ekstresinin,
Escherichia coli ve Staphylococcus aureus'ta etki gostermedigi bulunmustur [149].
Goriildiigii gibi, bu ¢alismada Mucor plumbeus, Trichoderma longibrachiatum ve
Trichoderma atroviride'de yaprak ve sogan ekstraktlar1 antifungal aktivite
gostermemistir. En diigiik antifungal aktivite sirasiyla yapraklar ve soganda (11, 8 mm)
Fusarium solani 'da meydana gelmistir. En yiksek antifungal aktivite sirastyla yaprak

ve soganda (28, 23 mm) Cladosporium cladosporioides'te gézlenmistir. Diger sonuglar
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birbirine yakindi (Penicillium glabrum: yaprak (21 mm) ve sogan (23 mm). Alternaria
citri: yaprak (17 mm) ve sogan (16 mm). Penicillium janthinellum: yaprak (18 mm) ve
sogan (16 mm). Onceki arastirmaya gore, Lukon Glads'tan (Sadska, Cek Cumhuriyeti)
elde edilen leucojum aestivum'un sogan ekstraktmin, dért mantar susu (C. albicans (oral
kavite), C. albicans (alt solunum yolu), C. dubliniensis (balgam), C. glabrata (balgam)
ve lodderomyces elongiosporus (endotrakeal aspirat)) Gzerinde etki gosterdigi
bulunmustur [149]. Diger bir ¢alismada, Tirkiye’de yetisen leucojum aestivum
soganlarmin, etanolik ekstresinin 6zellikle C. dubliniensis, C. glabrata ve lodderomyces
elongisporus tiizerinde etkili oldugu ve patojenik mantar Cladosporium cucumerinum
uzerinde higbir etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Ayrica Aspergillus flavus, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus niger, Candida tropicalis, Microsporum canis, Rhizopus
microsporus, Trichophyton mentagrophytes ve Trichophyton rubrum'da da etkinlik

gostermemistir [150].

4.9. Anatomik incelemede:

Yaprak Kkesitleri, epidermisin, hem adaksiyal hem de abeksiyal ylzeylerde tek
katmanl1 izodiyametrik ve uzun hiicrelerden olustugunu gosterdi. Ust ve alt epidermal
hiicrelerin biiytikliikleri neredeyse esitti ve kalinhigi yaklasik 1,3-2,2 um olan ince
kiitikiillerle kapl idi. Yaprak amfizmatik ve izolateral idi ve orta kismi yiiksek degildi.
Mesophyll dokusu, ¢ok sayida kloroplast ve izodiametrik (poligonal) veya biiyiik
hiicreler aras1 bosluklari olan diizensiz parankimi hiicrelerinden olusuyordu. Mesophyll
ayrica bilyiik lizigendz bosluklardan olusmustur ve ana vaskiiler demetlere benzer
gbriinim ve boyutta olan kollateral vaskiiler demetlerde diizenlenmis vaskiiler doku
icermektedir. Bu bosluklar vaskiiler demetler ile ayirt edildi. Mesophyll'de igneli
kalsiyum oksalatin igneli kristalleri agikca gozlenmistir. Vaskiiler demetler birka¢ kat
parankimath paket kilif hiicreleri ile ¢evrilidir. Paket kilif uzantilari, her iki tarafta da
kaburga seklinde yansitilmistir. Yaprak yiizeyi bolimii, stoma yapisinin her iki yaprak
surundaki temel yapisinin tetracytik oldugunu ve yapragin eksenine paralel siralar
halinde yerlestirildigini gosterdi. Stoma sayis1, 20x'de yaprak basina 4 ve 5'tir. Soganin
enine kesitinde, epidermis dig bolgesi, kiitikiil ile kapl bir adet dikddrtgen hicre

tabakasini igermektedir. Epidermisin altinda, parankim hiicrelerinde biiyiik ve
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dikdortgen ya da hemen hemen kare seklinde biiyilk miktarda nigasta bilesigi taneleri
g0Ozlendi (Sekil 4.16 a-h).

b. L. aestivum'un yapragi enine kesit 200x
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c. L. aestivum st yaprak yizeyi 200x

d. L. aestivum (st yaprak ylizeyi 400x
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e.

f.

L. aestivum alt yaprak yiizeyi 200x

L. aestivum alt yaprak yiizeyi 400x
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g. L. aestivum sogan zar1 100x

h. L. aestivum sogan zar1 400x

Sekil 4.16. Leucojum aestivum'un yaprak enine kesiti ve yiizey Kkesitleri (a-f) ve soganin
enine kesiti (g, h) 151k mikroskobu mikrograflari; a. Yapragin genel sekli (c: lisigen
boslugu, le: alt epidermis, p: parankima hiicreleri, ue: tst epidermis, vb: vaskiler
demet). b. Mesophyll dokusu (cr: raphid kristalleri (oklar), cl: kloroplastlar). c-d:
Yapragin stoma ile adaksiyel yiizeyi. e-f: Yapragin stoma ile abaxial yiizeyi. g-h: Cok

sayida bilesik nigasta taneleri olan parankimi hiicreleri.
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4.10. Morfolojik Incelemede:

Yaprak yuzeyinde trichomes gozlenmedi. Yaprak epidermal hicrelerinde belirgin
smirlamalar vardi ve periklinal duvarlardaki zarlar1 ¢izgili idi. Epidermal hiicreler
hafif¢e antiklinal duvarlara sahiptir ancak bazi epidermal hiicrelerin antiklinal duvarlar1
neredeyse dizdir. Abaxial ve adaxial yizeylerde stomalar mevcuttu. Esas olarak

acilmis ve yapragm her iki ylizeyinin iizerinde de hafifce yiikselmislerdir (Sekil 4.17 a-
f).

a. L. aestivum yaprak
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b. L. aestivum yaprak

N < nal A = SE Mag= 300X

. .
ESM WD = 20 mm EHT = 20.00 kV Leucojum aestivum upper |leaf

c. L. aestivum yaprak 300x
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Sional A= 0t Mag= 600X Loucojum aestivum upper leaf |
WD= 30 mm EHT = 20.00 kV ! |

d. L. aestivum yaprak 500x

ZEISS Si"al A=SE1 Mag= 300X i .
Leucojum aestivum lower leaf
NI WD = 31mm EHT = 20.00 kV Leucojum aestivum lower leaf

e. L. aestivum yaprak 300x
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PA3 1Sy Signal A = SE1 Mag= 500X
WD = 30mm EHT = 20.00 kV

f. L. aestivum yaprak 500x
Sekil 4.17. L. aestivum yapraginin stereomikroskopu (a-b) ve SEM mikrograflari; a, c-d.

Adaksiyel epidermis. b, e-f. Abaxial epidermis. Cizgiler oklarla, stomalar ok baslariyla

gosterilmistir.)
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5. SONUC

Onceki fitokimyasal calismalar leucojum aestivum'un alkaloid yapi gesitliligini
bildirmis ve az sayida biyoaktivite ¢alismasi yapilmistir. Bu ¢calismanim ilk agsamasinda,
galantamin igerigi analizleri yapilmistir. Son yillarda, siklikla kullanilan bir teknik olan
HPLC yontemi ile galantaminin kantitatif analizi yapilmistir. Sonug olarak elde edilen
tiim veriler 151¢inda, bu galantamin analizi i¢in hizli, duyarli, kesin, kolay, dogru ve
herhangi bir 6n ayirma islemine gerek duyulmayan bir analiz yonteminin basarili bir
sekilde uygulanabildigi istatistiksel olarak gosterilmistir. Calisma sonuglari, Turkiye'de
yetisen leucojum aestivum bitkisinin soganlarinin ana galantamin kaynagi oldugunu

gostermistir. Yapraklarda az miktarda galantamin icermektedir.

Bitkiler, cogu biyolojik olarak aktif oldugu bilinen 6nemli sayida fitokimyasal

bilesen igerir ve ¢esitli farmakolojik aktiviteler i¢in kullanilmistir.

Ikincil bitki metabolitlerinin bazilar1, giivenlik kaygilar1 nedeniyle sentetik olanlara
kars1 dogal antioksidan kaynaklar1 olarak tercih edilmektedir. Biyoaktif sekonder
metabolitlerin riski azalttig1 ve ¢esitli biyolojik mekanizmalar yoluyla serbest radikalleri
temizleyerek kanser, kardiyovaskiler ve norodejeneratif hastaliklar, vs. gibi

hastaliklarin ilerlemesini yavaslattigi bildirilmistir [151].

Toplam Fenolik Madde Analizinde: Toplam fenolik icerik L. aestivum'un
soganlarinda en disiik oranda 3,947 = 0,023 mg GAE / g KB ve L. aestivum'un
yapraklarinda en yiiksek oranda 12,937 + 0,057 mg GAE / g KB belirlendi.

Toplam Flavonoid Madde Analizinde: Toplam flavonoid icerik, yaprak

ekstraktlarinda 10,620 + 1,670 mg CAE / g KB ve sogan ekstraktlarinda ise 0,820 +
0,624 mg CAE / g KB olarak belirlenmistir.
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Antioksidan Kapasite Analizlerinde: Bu ¢alismada L. aestivum'un yapraklart DPPH
radikalini en yiliksek temizleme kapasitesine, soganlart DPPH radikalini en diisiik
temizleme kapasitesine sahipti. Bulgularimiz L. aestivum'un yapraklarinin 6nemli
antioksidan kaynagi oldugunu gostermistir. L. aestivum yapraklart DPPH radikalini en
yuksek oranda % 89,70 inhibe etti, ancak soganlar1 en diisiikk oranda % 11,11 inhibe etti.
Yaprak ve sogan ekstraktlarinin DPPH giderme aktivitesi sirasiyla 3,736 + 0,047 ve
0,590 + 0,123 mg AA/g KB olarak belirlenmistir.

L. aestivum yapraklar1t ABTS* radikalini en yiiksek oranda % 70,90 soganlar1 ise en
diisiik oranda % 30,64 inhibe etti. L. aestivum'un yaprak ve sogan ekstrakti 6rneklerinin
ABTS" radikalini giderme 5,190 + 0,130 mg GAE / g KB ve 2,013 + 0,235 mg GAE / g
KB olarak belirlenmistir. ABTS™ radikal siiptirme aktivitesi i¢in, inhibisyon degerleri
(radikal seviyelerin azaltilmasi) >% 60 oldugunda, antioksidan kapasitenin yiiksek

oldugu diistintilmektedir.

DPPH sonuglarinda oldugu gibi, L. aestivum'un yaprak ekstraktlari, sogan
ekstraktlarindan daha fazla antioksidan aktiviteye sahipti, bu da onlar1 6nemli

antioksidan bilesik kaynaklar1 haline getirdi.

Indirheme Kapasitesinin Belirlenmesi Calismalarda: L. aestivum'un yaprak
ekstraktlarinin konsantrasyonlari arttik¢a, absorbans degeri artti. Absorbans degerindeki
artis yaprak ekstraktlarinda en yiiksek oranda gozlenirken, sogan ekstraktlar1 yaprak
ekstraktlarindan biraz daha disiiktii. Sogan ekstraktlarinda absorbans degeri zaten
diigiiktii. Sonuglara gore, L. aestivum'un yaprak ekstraktlari, artan absorbansa bagli

olarak sogan ekstraktlarina kiyasla en yiiksek indirgeme kapasitesine sahipti.
Polifenolik Bilesikler: Ekstrelerdeki polifenolik bilesikleri belirlemek i¢in metanolik
ekstre kullamilmistir. Yaprak ekstraktlarinda naringenin belrlenmisken, soganlarda

genticic asit belirlendi.

Antibakteriyel Ozellikler: L. aestivum yapraklarinin ve soganlarinm antimikrobiyal

aktiviteleri, bes patojenik bakteri susuna (gram pozitif: Bacillus subtilis ve

77



Staphylococcus aureus; gram negatif: Pseudomonas aerouginosa, Escherichia coli ve
Klebsiella pneumoniae) karsi incelenmistir. Sonuglar L. aestivum yaprak ve sogan
ekstraktlarinin  segilen bakteri suslar1 iizerinde hi¢bir aktivitesinin olmadigini

gostermistir.

Bugiin, gelecek i¢in sentetik antioksidanlarin yerini alacak dogal antioksidan arayisi
hizla devam ediyor. Bu tip calismalarla yiiksek antioksidan aktiviteye sahip bitki
Ozlerinin belirlendigi, gida sistemlerindeki antioksidan etkilerinin arastirildigi ve sinai

uygulamaya yonelik caligmalarin siirekliligi g6z 6niinde bulundurulur.

Antifungal Ozellikler: Antibakteriyel aktivitelere ek olarak, ekstraktlar sekiz mantar
susuna (1. Mucor plumbeus, 2. Trichoderma longibrachiatum, 3. Fusarium solani, 4.
Penicillium glabrum, 5. Alternaria citri, 6. Cladosporium cladosporioides, 7.
Trichoderma atrovirid, 8. Penicillium janthinellum) kars1 antifungal aktivitelere maruz
brrakildi.

L. aestivum yapragi ekstraktinin antifungal etkinligi, sekiz mantara karsi test edildi
ve Alternaria citri'ye kars1 en fazla etkiyi gosterdi. Ayrica, Fusarium solani, Penicillium

glabrum ve Cladosporium cladosporioides'e karsi ¢ok az etkisi oldu.

L. aestivum sogan ckstraktlari, Penicillium glabrum ve Alternaria citri'ye kars1 bir

etki gostermistir. Diger mantarlar lizerinde etkisi yoktur.

Bu galisma da, leucojum aestivum'un anatomisi ve mikromorfolojisi hakkinda 6nemli
bulgular elde edilmistir. Metcalfe ve Chalk [152], Amaryllidaceae familyasinin genel
anatomik oOzelliklerini bildirmistir. Yaprak bilesenleri hakkindaki bulgularimiz
genellikle onceki c¢alismalarla tutarhidir [153]. Bu ¢alismada, ilk kez yapragin
mezofilinde kalsiyum oksalatin raphid kristallerinin varligini bildiriyoruz. Cogu tiirde,
stomalar her iki yaprak yiizeyinde bulunur, bazilarinda ise abaxial veya adaxial ylzeyle
sinirlidirlar [154]. GOzlemlerimiz L. aestivum yapraklarmm her iki yiizeyinde stomanin
bulundugunu gdstermistir. Monokotiledonlarda, yapragin eksenine paraleldirler [155].

Stomatal eksenlerin yapragm uzun eksenine paralel yonlendigini gozlemledik. Onceki
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calismanin sonucu gibi [153], mezofilin vaskiiler demetler tarafindan ayrilmig biiyiik

bosluklarla kesildigini belirledik.
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