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ONSOZz

Bitki tiirleri bakimindan Tirkiye diinyanin en zengin tilkelerinden biridir. Tiirkiye’de
endemik tiir sayist olduk¢a fazladir. Tiim Avrupa Kitasi’nda yaklasik 12.000 bitki
tiirii yer alirken; Tiirkiye'de 12.000’den fazla bitki tiirii bulunmaktadir. Iklim, toprak
ozellikleri, yer sekilleri bu cesitlilige neden olan faktorlerdendir. Bitkilerde farkli
biyolojik etkilere sahip bilesenlerin bulunmasi giinimiizde bitkiler Uzerinde
calismalarin yogunlasmasina yol ag¢mustir. Bitkilerin gida olarak, hastaliklarin
tedavisi veya hastaliklardan korunmak amaciyla kullanilmasi insanlik tarihi ile
baslar. Farmakognozinin esas amaci halk arasinda kullanilan bitkilerin arastirilmasi

ve etkili bilesiklerinin tanimlanmasidir.

Tez konusu olarak sectigimiz Lathyrus tiirleri ¢ogunlukla hayvan yemi, toprak igin
yesil giibre bitkisi, siis bitkisi ve kismen de insan besini olarak kullanilan ekonomik
Oonem tasiyan bir Dbitki bir turudur. Lathyrus Tirkiye’de 3500 hektar alaninda
ekilmekte ve 3500 ton {iretilmektedir. Bu iiretimin énemli bir miktar1t Usak ilinde
(2729 hektar) gerceklestirilmektedir. Lathyrus tiirleri halk arasinda miirdiimiik

(eskiden ismi “Nazende” diye bilinirdi) olarak tanimlanmaktadir.

Bu tezin hazirlanmasinda Ankara Universitesi Farmakognozi Anabilim Dali Bagkani
ve danisman hocam Prof. Dr. Giilgin SALTAN ISCAN’a tesekkiir ediyorum.
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1. GIRIS

Lathyrus tdrleri insan ve hayvan beslenmesinde, besin olarak 6nemli bir yere
sahiptir. Lathyrus sativus L. kiiltiirii ilk defa M.O. 6000’1li yillarda Balkanlar’da
yapilmistir. Bu tiir kurakliga dayanikli bir bitkidir, ancak yillik yagisin yiiksek
oldugu veya su altinda kalan alanlarda da yetisebilmektedir. L. sativus ¢ok farkli
toprak ve iklim kosullarinda rahatlikla yetisebilmesi ve bu kosullarda giibreleme ve
pestisit uygulamasina ihtiyag duymadan ve ekonomik diizeyde verim elde
edilebilmesi nedeniyle tarim da énemli bir yere sahiptir. Ayrica, baz1 Lathyrus tirleri
biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi gosterdigi dayaniklilik nedeniyle
baklagillerin genetik 1slahinda da 6nemli bir kaynak olarak kullanilmaktadir. Bu
bitkinin bazi tiirlerinin tohumlar1 nohut, bezelye ve bakla gibi tane baklagillerin
yetisemedigi kuraklik donemlerde insanlarin en onemli protein ve karbonhidrat
kaynagi olarak kullanilmistir. Bitkinin genel olarak amino asit igerigi diger
baklagillerle benzer fakat lizin igerigi diger baklagillerden daha yiiksek; metiyonin,
sistein ve triptofan icerigi ise daha diisiiktiir. Protein orani tohumlarinda % 25.60-
35.90, bitkinin yesil kismilarinda ise % 17.00 - 22.27 arasinda degismektedir
(Haimanot ve ark., 1990)

Diger 6nemli tiirlerden L. cicera L., Yunanistan, Iran, Irak, Urdiin, Suriye ve
Ispanya’da; L. ochrus L. ise Kibris ve Yunanistan’da yaygindir. L. cicera gida ve
yem, L. ochrus ise genellikle hayvan yemi olarak kullanilmaktadir. L. cicera’nin
tohumlarinda % 21.70-27.60, L. ochrus’un tohumlarinda ise % 20.90 oraninda
protein bulunmaktadir. L. ochrus kolay yetisebilme ve kurakliga dayanma giicii ile
yem bitkisi ve ozellikle yesil giibre bitkisi olarak degerli bir tiirdiir. Diinyada en fazla
tarimi yapilan L. sativus, L. orchus ve L. cicera yetisme siireleri ve verim yizdeleri
farkli olmaktadir (Abreu ve ark., 1998; Hanbury ve Hughes., 2003).

Bu ¢ tir disinda diinyada L. tingitanus L., L. latifolius L., L. sylvestris, L.
clymenum yem amach yetistirilmektedir. Ayrica L. odoratus L. sus bitkisi olarak

kullanilmaktadir (Van der Maesen ve Somaatmadja, 1989).



1.1. Lathyrus Tiirlerinin Yayilis

Lathyrus tirleri hem kuzey hem guney yarim kiirede dagilim gostermektedir.
Dagilim modeli grafik olarak Sekil 1.1°de agiklanmaktadir (Kenicer ve ark., 2005;
Kenicer, 2008).
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Sekil 1.1.Lathyrus turlerinin kitalara gore dagilim

1.2. Lathyrus Cinsinin Dagilimi

Lathyrus tirleri hayvan yemi, gida, siis ve toprak stabilizatori olarak

kullanilmakta olup ve ekonomik degeri fazla olan bir bitkidir.

L. odoratus, L. latifolius, L. grandiflorus (Benth.) J.M. Porter & L.A. Johnson,
L. rotundifolius Willd., L. undulatus Boiss., L. aureus (Stev.) Brandza, L. vernus (L.)
Bernh sus bitkisi olarak ve L. ochrus, L. tingitanus, L. sativus gida ve yem olarak
kullanilmaktadir (Kenicer ve ark., 2005). L. japonicus Willd. tohumlar1 1555 yilinda
kithk doneminde Ingiltere'de besin olarak tiiketilmistir. Kuzey Avrupa’da L.
tuberosus L. kokii yiyecek olarak kullanilmaktadir. L. sativus tiirii dokularinda
yiiksek miktarda kursun depolayabilme o6zelligine sahiptir ve yeni rizofiltrasyon

sistemi gelistirilmesinde kullanilabilecegi diistinilmektedir. L. hirsutus L. Amerika



Birlesik Devletleri’nde, L. ochrus ise Akdeniz bélgesinde hayvan yemi olarak
kullanilmaktadir, bitkinin hasat sonrasi kalan kisimlari toprak {iistiinii kapatir ve
topragin gelismesini saglar. Giiney Avrupa’da L. cicera, L. aphaca ve L. ochrus
kurakliga dayanikli olmalar1 nedeniyle yem ya da siis amacl olarak yetistirilmektedir

(Van der Maesen ve Samaatmadia, 1989; Mathur ve ark., 1999).

Lathyrus cinsi, diinya iizerinde yaklasik 160 tiire sahiptir ve bunlardan 140’1
Kuzey Yarimkiirenin 1liman bolgesinde yetismektedir. En fazla tiir sayis1 Akdeniz
bolgesi ve Iran-Turan bolgesinin bati kisminda yer almaktadir. Kuzey ve Giiney
Amerika’nin 1liman bolgeleri tiir zenginligi acisindan onem tasimaktadir. Birkag

tropikal tlr ise dogu Afrika'nin daglik alanlarinda yetismektedir (Kenicer, 2008).

Hindistan’da M.O. 3500-4000 ve Bati Asya’da M.O. 3200-3800 yillarinda
Lathyrus cinsinin kullanimina dair bilgiler elde edilmistir (Saraswat, 1980). Lathyrus
tiirlerinin Kanarya Adalar1, Almanya, Rusya, Bati Asya, Cin, Orta Dogu (Irak, iran,
Suriye, Filistin, Liibnan, Afganistan) ve Kuzey Afrika’da (Etiyopya, Misir, Cezayir,
Libya, Fas) yaygin, Avrupa (Fransa, Ispanya, Italya, Portekiz ve Kibris) ve Giiney
Amerika’da ise seyrek olarak tarimi yapilmaktadir. Lathyrus turleri diinya genelinde
yesil ot ve kuru ot olarak hayvan beslenmesinde, toprak nitrifikasyonunda, sebze
olarak ise insan beslenmesinde kullanilmak {izere yetistirilmektedir. Lathyrus
tirlerinin beslenmede kullanim sekli {ilkelere ve yorelere gore degismektedir;
genellikle kuru taneleri ¢orba olarak ve ogiitiilerek belirli oranlarda bugday ununa
katilarak ekmek yapiminda kullanilmaktadir; taze yapraklari, olgunlasmamis
meyveleri ve tohumlart ise salata, sebze yemegi ve c¢erez olarak

degerlendirilmektedir (Kislev, 1989).

1.3. Tiirkiye’de Yetisen Lathyrus Turleri

Tirkiye’de ilk kez Boissier (1872) Lathyrus tiirleri iizerinde arastirma
yapmistir. Boissier, Linnean’nin siniflandirdigi Lathyrus ve Orobus seksiyonlarini

iki farkli cins olarak kabul etmistir ve Lathyrus cinsini; Orobastrum, Eulathyrus,



Cicerula, Aphaca, Nissolia ve Clymenum olmak UGzere 6 seksiyon da
smiflandirmigtir. Davis (1970), Tiirkiye Florasinda Tiirkiye’de bulunan 58 tiiri,
Orobus, Platystylis, Orobastrum, Pratensis, Orobon, Lathyrus, Cicercula, Aphaca,

Nissolia, ve Clymenum olarak 10 seksiyonda siniflandirmustir.

Dogan ve ark. (1982), sayisal olarak yapilan taksonomik c¢alismalar sonucunda,
Tirkiye’de yetisen Lathyrus cinslerini 9 seksiyonda siniflandirmistir.  Bu
seksiyonlarda bulunan tiirler iki alt cins olarak gruplandirilmistir; Lathyrus ve
Orobus. Bu alt cinslerde bulunan 58 tiirden 54’1 Tiirkiye florasinda bulunmaktadir.
Gunumuzde Lathyrus cinsi 10 seksiyon ve 62 tir ile temsil edilmektedir, bunlardan

22 tiirti ise Tiirkiye endemigi olarak yer almaktadir.

Lathyrus tiirleri Tirkiye’'nin Dogu ve Gilineydogu Bolgesi’'nde yayilis
gostermektedirler. Tiirkiye’de sinirlt alanlarda ise sadece miirdiimiik (L. sativus) ve

nohut mirdiimiigi (L. cicera)’niin tarim1 yapilmaktadir.

Cizelge 1.1. Lathyrus Cinsinin Kullanilan Tiirleri (Dogan, 1982)

Tur Kullanim Kullanim durumu Lokasyon
L. annuus Yem, bakliyat Nadir Avrupa, Kuzey Afrika
L. aphaca Yem Nadir Hindistan
L. blepharicarpus Bakliyat Gegmiste Yakin dogu
L. cicera Yem, bakliyat Nadir Guney Avrupa, Kuzey Afrika
L. clymenum Bakliyat Nadir Yunanistan
L. gorgoni Yem Gegmiste Orta dogu
L. hirsutus Yem Yaygin AB.D
L. latifolius Sis Yaygin Avrupa
L. ochrus Yem, Sus Nadir Yunanistan, Orta dogu
L. odoratus Sis Yaygin Yaygin
L. pratensis Yem Nadir Glney Avrupa, Kuzey Afrika
L. rotundifolius Sis Yaygin Yaygin
L. sativus Yem, bakliyat Yaygin Yaygin
L. sylvestris Yem Nadir Glney Avrupa, Kuzey Afrika
L. tingitanus Yem Nadir Kuzey Afrika
L .tuberosus Yem Nadir Dogu Asya




1.4. Tiirkiye’de Lathyrus Tiirlerinin Kiiltiirii ve Kullanim

Lathyrus Tirkiye’de 3500 hektar alaninda ekilmekte ve 3500 ton
iretilmektedir. Bu {retimin Onemli bir miktar1 Usak ilinde (2729 hektar)
gerceklestirilmektedir. Tiirler genelde yem bitkisi olarak yetistirilmekle birlikte,
tohumlar1 bazen insan beslenmesinde de kullanilmaktadir. Ayrica tiiylii miirdiimiik
(L. hirsutus)’iin 1970’den 6nce Bat1 ve i¢ Anadolu bélgelerinde tariminimn yapildig
ve kokulu mirdimik (L. odoratus)’iin Anadolu’da siis bitkisi olarak yetistirildigi

bilinmektedir.

Karadeniz Bolgesinde Lathyrus tarimi 1980°1i yillara kadar Bati Karadeniz
(Zonguldak- Beycuma)’de yapilmis ve bu yorede Lathyrus hem hayvan yemi, hem
de baklagil olarak degerlendirilmistir. Yorede Lathyrus tohumlari, kuru fasulye ve
nohuta benzer sekilde pisirilerek tiiketilmistir (Onal ve Ayan, 2007).

1.5. Latirizm

Latirizm, Lathyrus tiirlerinin asir1 tiiketilmesiyle ortaya ¢ikan néromotor bir
hastaliktir. Kolajen yapisindaki ¢apraz baglarin olusmasinda rol oynayan liziloksidaz
enziminin inhibisyonuna bagli olarak gelisir ve hasarli kolajen sentezi ile
karakterizedir (Sentiirk ve ark., 2002). Gevis getiren hayvanlar ve monogastrik tiirler
bu hastaliktan etkilenebilir. Bazi literatiirlerde monogastrik tlrlerin daha fazla
etkilendigi belirtilmektedir. Hastaliktan sorumlu olan baslica bilesikler 20. yiizyilin

ikinci yarisinda tespit edilmistir.

Osteolatirizm ve norolatirizm olmak Uzere iki tip latirizm tespit edilmistir.
Osteolatirizm iskelet deformasyonlar1 ile karakterize olmakta, L. odoratus, L.
hirsutus, L. pusillus ve L. roseus gibi tiirlerin tiiketimiyle ortaya ¢ikan bir hastaliktir.
Osteolatirizma neden olan ve Lathyrus tirlerinde bulunan bilesigin S-amino
propionitril (BAPN) oldugu, nitril amino asetonitril (AAN) ve metilen amino

asetonitril (MAAN)’in de hastaligin gelismesinde rol oynadigi agiklanmustir.



Norolatirizm, Lathyrus turleri ve baz1 Vicia tiirlerinin asir1 tiiketimi sonrasi goriilen
belirtileri tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. Bacaklarin arkasinda kas sertligi
veya fel¢ gibi belirtiler ile tanimlanmaktadir. Genellikle arka bacak kaslarda agrili
spazmlarla baglar, ardindan degisik derecelerde felglere ve bacagin kaybina neden

olabilir. Fel¢ nadiren geri doniistimliidiir.

Lathyrus cinsinde norolatirizme neden olan bilesikler iki gruba ayrilmaktadir:

1. L-2,4-diaminobtirik asit (DABA), L. sylvestris ve L. latifolius gibi turlerde

bulunmaktadir. L. cicera ve L. sativus gibi tiirlerde bulunmamaktadir.

2. Protein olmayan amino asit; 3-(-N-oksalil)-1-2,3-diamino propionik asit (ODAP);
S-N-oksalil amino-L-alanin veya (BOAA) olarak da ifade edilir, L. sativus, L.

cicera, L. ochrus ve L. clymenum gibi tiirlerde bulunmaktadir.

Latirizm genellikle norolatirizm ve ODAP’dan kaynaklanan hastaligi ifade
etmek icin kullanilir. Az gelismis toplumlarda kithik zamanlarinda birincil besin
kaynagi olarak L. sativus kullanimiin yikict sonuglara yol acgtigi goriilmiistiir.
Latirizm dunyada L. sativus yetistirilen bolgelerine 6zgiidiir. Bu bolgeler; Hindistan,
Banglades, Etiyopya ve Nepal’dir. Ancak 20. yiizyillda Afganistan’da da hastaligin
goriindiigli rapor edilmistir. 1997 yilinda Etiyopya'da 2000 kisi latirizm hastaligina

yakalanmustir.

Haslama ve diger pisirme yontemleri ODAP miktarini, bazi durumlarda % 90’a

kadar, diistirebilir (Spencer ve ark., 1986; Yan ve ark., 2006; Fikre ve ark., 2008).

Kesin bir tedavisi olmamakla birlikte zengin bir diyet ve yiksek dozda Vitamin

B kompleks destegi; tedaviye yardimci olabilir.



1.6. Lathyrus Turlerinin Sistematikteki Yeri

Lathyrus sp.’nin sistematigi
Alem: Phytae

Bolim: Spermatophyta

Alt bolim: Angiospermae
Sinif: Dicotyledonae

Alt sinif: Dialypetale
Takim: Fabales

Familya: Fabaceae

Alt familya: Papilionoideae

Cins: Lathyrus L.

1.7. Fabaceace Familyasinin Genel Ozellikleri

Legume ismi Latincede “toplamak” anlamina gelen LEGERE kelimesinden
tiiretilmistir. Diinyada ¢igekli bitkiler (Angiospermae) arasinda Fabaceace familyast;
Asteraceae ve Orchidaceae familyasindan sonra iigiincii biiyiikk familyadir ayrica
Poaceae familyasindan sonra, zirai agidan 6nem tasiyan ikinci bitki familyasidir. Bu
familya da yer alan bazi1 taksonlarin gida, yem, siis, yakit ve tibbi amagh
kullanilirken,  bazilar1 da topragi azot agisindan zenginlestirmek maksadiyla

kullanilmaktadir (Cildir, 2011).

Odunlu veya otsu bitkilerdir. Yapraklar1 alternan dizilisli, pinnat, digitat,
trifoliat veya basit olup, genellikle stipulalidir. Cigekler aktinomorf veya zigomorf,
hipogin veya bazen perigin, genellikle hermafrodittir. Cigekler tek ya da rasemoz,
spika ve umbella seklinde bulunmaktadir. Sepaller (4-) 5, tek kalan sepal daima 6nde



(brakte tarafinda) yer almaktadir. Petaller (1-) 5, tomurcuk icinde valvat veya
imbrikat dizilislidir, serbest veya nadiren kismi olarak birlesiktir. Stamenler 4 ya da
daha fazla, genellikle 10, ya hepsi tip seklinde birlesik (monodelf), veya Ustte ki
stamen serbest (diadelf), veya hepsi serbesttir. Karpel 1, nadiren birkac tanedir, tst
durumlu, plasentalanma parietaldir. Meyva legimen veya bazen lomentum

seklindedir. Tohum bir veya daha fazla sayidadir (Davis, 1970).

Fabaceace familyasi Antartika kitas1 disinda, kozmopolit olarak tiim kitalarda
genis yayillim gostermektedir. Familya da yer alan baz tiirler ise bazi iilkeler i¢in
endemiktir. Caesalpinioideae ve Mimosoideae alt familyalar1 tropikal ve iliman
bolgelerde baskindir. Diinya’da bu familyanin yaklasik 720 cins ve 1800’den fazla
tird yetismektedir (Lewis ve ark., 2005). Fabaceace Tiirkiye’de 71 cins ve 1013 tiir

(400 endemik tar) ile temsil edilmektedir.

Genel olarak Fabaceace familyast {i¢ alt familya’ya ayrilmaktadir:

1.7.1. Caesalpinioideae (Syn: Caesalpiniaceae)

Bu alt familya; tropikal ve subtropikal bolgelerde yetismekte olup, yaklasik
180 cins ve 2500-3000 kadar tire sahiptir. Cogunlukla odunsu tirler icermektedir.
Yapraklar imparipennat, bazen bipennat ya da basittir. Cicekler (petalsiz olanlar
hari¢) zigomorftur. Petaller tomurcuk icerisinde imbrikat (kiremit diziligli) diziliste,
yukselici, tist kisimdakiler gogunlukla kendilerine komsu olan yan petaller tarafindan
ortiilii sekilde bulunurlar. Petal nadiren bulunmaz. Stamenler serbest, 5-10 tanedir.
Tohumlarin yan ¢izgisi bulunmaz, nadiren kapali bir ¢izgi yer alir. Kokgik genellikle
diktir.



1.7.2. Mimosoideae (Syn : Mimosaceae)

Bu alt familyadaki bitkilerin ¢cogu cali veya agagtir. Tropikal ve subtropikal
bolgelerde yetisen 56 cins ve 500-3000 tire sahiptir. Yapraklar bipennat ya da
fillodiktir (genisleyerek yaprak seklini almis herhangi bir organ). Cicekler
aktinomorf ve petaller tomurcuk icinde birbiriyle kenetlenmis sekilde bulunur.

Tohumlarin yan ¢izgileri U- seklindedir. Kokguk diktir.

1.7.3. Papilionoideae (Syn: Papilionaceae, Fabaceae)

Papilionoideae en c¢ok yayilis gosteren ve tiir agisindan en zengin alt
familyadir. Tropikal bolgelerde yetisen 400-500 cins ve 10.000’den fazla tiir
icermektedir. Papilionoideae alt familyas: ekonomik olarak diger alt familyalara
gore daha ¢ok Onem tasimaktadir. Papilionoideae’nin bir¢ok tiirii, kiiresel azot
dongiisiinde 6nemli bir rol oynamaktadir; tim tiirler, kok-noduli ve simbiyotik

bakteriler nedeniyle atmosferik azotu diizenleme 6zelligine sahiplerdir.

Otsu ve odunsu bitkiler icermektedir. Yapraklar1 paripennat, imparipennat,
digitat, trifoliat ya da unifoliyat, nadiren fillodikdir. Bu alt familyanin g¢icekleri
zigomorf ve kelebek seklindedir. Cicekler de kaliks gamosepal ve 5 lobludur.
Korollanin 5 petalinden ikisi birlesik, {icii serbesttir. Ustte bulunan petal; veksillum,
iki yandaki petaller; ala (kanatgik) ve altta birlesmis petaller ise karina (kayikgik)
olarak adlandirilir. Stamen sayisi 10 bazi cinslerde monadelf ve bazilarin da ise
diadelftir. Tohumlar genellikle yan ¢izgisiz, kokgiik bazen igeri dogru kivriktir
(Davis, 1970; Polhill ve Raven, 1981; Heywood, 1993).

1.8. Lathyrus L. Turlerin Morfolojik Ozellikleri

Gunumuzde bilinen Lathyrus cinsinin bazi tiirleri ilk kez Carl Linnaeus’nin

“Species Plantarum” isimli kitabinda (1753) Orobus L. cinsi olarak tanimlanmuistir.



Lathyrus kelimesi Yunan filozofu Theophrastus’tan (Ao—tovpic (la-thyris))
gelmektedir. “Thyris” giiglii, kuvvetli, “la” ise kii¢iik demektir (Kenicer, 2008).

1.9. Lathyrus Turlerinin Dis GoriiniisU

Otsu, tek veya ¢ok yillik bitkilerdir. Cok yillik tiirlerde kokler, rizom veya
yumru seklinde kalinlagsmistir. Govdenin yanlar: kanatli veya kanatsizdir, dort koseli

ve nadiren yuvarlaktir.

Yapraklar paripinnat veya subdigitattir. Yaprak eksenleri arista, mukro veya bir
stiliikle sonlanir. 1-8 ¢ift (genellikle 1-2 cift) yaprakgik igerir, bazen yaprakgiksizdir.
Paralel veya tuysu-paralel damarlanir. Stipuller genellikle yapraksi yari-okbasi veya
okbas1 seklindedir.

Cigekler tek veya cok ¢igekli salkim seklinde, ¢igek sap1 yapraklardan uzun,
bazen bulunmaz veya ¢ok kisadir. Cigekler protoandriktir (gicegin erkek organi disi

organindan daha erken olgunlagmasi ).

Kaliks tiipsii veya ¢ansidir, kaliksin disleri genellikle esittir veya alt disler (st

dislerden birazcik uzundur.

Korollaya farkli renklerde rastlanmaktadir. Bayrak¢ik genis, kisa ve tirnaklidir,
bazen iizerinde kabarcik bulunur, kanatciklar oraksi-dikdortgensidir, kayikeik kivrik
ve kittur. Kanatgiklar serbesttir nadiren kayik¢igin sirt kismina yapigiktir.

Andrekeum diadelftir, staminal tipiin u¢ kismi trunkat, ipliksi filamentler
bulunmakta ve benzer anterlere sahiptir. Stamen tek ve staminal tiupe yapisiktir.
Stamenler almash olarak biri uzun biri kisa dizilmislerdir, en kisa stamen tek ve uzun

stamen ortadadir.
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Seritsi veya spatllst stilus igerir, dorsalden basik, taban kisminda kivrilmis
veya kivrilmamistir, Polenlerin tutulmasi i¢in eksene dogru (adaksial) u¢ kismin

yakininda tiiysii bir fir¢a bulunur. Stigma ucta ve bolinmemistir.

Meyve (legumen) yanlardan basik, seritsi veya dikdortgensidir, nadiren
stipitatdir. Bazi tlrlerde meyve ylizeyi boyuna damarl ve sirt kismi 2 kanathdir.
Meyve yiizeyi tiiysiiz veya kabarcikli tiiylii, bir veya ¢ok tohumludur.

Tohumlar yuvarlak, silindirik veya basik ve koseli, yiizeyleri kabarcikli,

noktacikli veya dizgindir (Sahinoglu, 2011).

1.10. Lathyrus Cinsinde Tiir Tayin Anahtari

Lathyrus tdrleri Vicia tiirlerine benzerlik gosterir ve bazi karakteristik

ozellikleriyle bu tiirlerden ayrilabilir (Davis, 1970).

Arastirmacilarin - ¢ogu  Lathyrus cinsini 12 veya 13 seksiyonda
siniflandirmaktadirlar.  Ilk  kez Linnaean Lathyrus cinsini iki seksiyonda

siniflandirmustir.
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Cizelge 1.2. Lathyrus Tiirlerinin Seksiyonlar1 (Kenicer ve ark., 2005)

L Kupicha |Asmussen ve Liston .
Godron (1848)| Boissier (1872) | Czefranova (1971) Kenicer (2004)
(1983) (1998)
Notolathyrus Notolathyrus
Orobus
Orobus Lathyrobus Orobus Orobus
Orobus Lathyrostylis Lathyrostylis Lathyrostylis
Orobus
Orobastrum Pratensis Orobus ) ) )
. Pratensis Pratensis Pratensis
Eurytrichon
Aphaca Aphaca AphacaOrobus Aphaca Aphaca Aphaca
Neurolobus Neurolobus Neurolobus Neurolobus
Orobus Orobastrum
Orobon Orobon
Eulathyrus Eulathyrus Lathyrus Lathyrus
_ _ _ Lathyrus Lathyrus
Cicercula Cicercula Cicercula
Orobastrum Orobastrum
L.sphaericus L.sphaericus
Orobus Orobastrum Orobastrum Linearicarpus L.angulatus L.angulatus
Viciopsis
Nissolia Nissolia Nissolia Nissolia Nissolia Nissolia
Clymenum
Clymenum Clymenum Clymenum Clymenum Clymenum
L. gloeospermus
Sistematik anahtar (Kupicha, 1983)
1. Baz1 yapraklar filodik, tek yilliK ..o 2
+yapraklarin fillodik degil, tek veya ¢ok yillik.........coooiiiiiii 3

2. Tum yapraklar fillodik,tendril icermez ve paralel damarlanmis, stigma tek,
MEYVEIEr KANALSIZ ...ocvvviviiiieiieieie e .Sect. 11. Nissolia
+alt yapraklar fillodik, st yapraklar tendril ve yaprakgikli, fillodik yapraklar

pinnat seklinde damarlanmus, ¢ift stigma, meyveler kanatli ............. sect.7. Clymenum

3. Stipula hastat(genc yapraklarda) ...........ccccccoiieviiieiieiiceseese e 4
+stipullar Semi- SAQITAL..........ccveiieiic e v
4.yapraklar yaprakciksiz, tohumlanma disinda ...........cccocoeviiiiinnnn. .sect.6. Aphaca
+tiim yapraklar yaprakCikl1 ..o 5

5.yapraklar iki-¢ok ¢ift pinnat damarli yaprakcikli ..........ccccevenne. sect. 1. Orobon p.p

+yapraklar bir ¢ift, yaprakciklar paralel damarlt ........ccccoeviiiiiiiiiiii, .6
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6.yapraklarin her iki yiizeyinde stoma bulunur, paralel damarli......... .sect.5. Pratensis

+ yapraklarin tek yiizeyinde stoma bulunur, damarlanma paralel degil

........................................................................................................ sect.3. Notolathyrus
7.5tHUS DUIUK, VEKSTHTUM ..ot s 8
+ stilus buruk degil .......ocviiiiiiii 10
8.tendril icermez, oK YIIITK .....oouiiiiiiiiiii s 9
+ tendrilli ya tendrilsiz, tek yilliK ......cccovviiiiiiiiiien, sect.4. Lathyrus p.p

9.yapraklar bir ¢ift, stomalar yapragin alt ylizeyinde bulunur, yapraklar genis, ovat
pinnat damarlt ..o sect. 3. Orobon
+ yapraklar 1-7 cift, Ust ylzeyde stoma bulunur, yapraklar lanseolat, paralel

damarlL......ccooviiiiiccece e sect. 2. Lathyrostylis p.p
LOEK YITIK .o A1
T COK YIIIK v 15
11.yapraklar DIr GIFL........ooviiieee 12
+ yapraklar bir- oK YaprakciKIi .........ccccvveiiiiiiiiiicic e 13
12.1egumen GOK SAPIL....civiiiiieieieieie e sect. 8. Orobastrum
T I@GUMEI SAPSIZ vttt 14
13.yapraklar pinnat damarli ..........ccocorviiiiiiiiiii sect. 9. Viciopsis
+ yapraklar paralel damarli ...........ccocvevviiienieiinie e sect. 10. Linearicarpus

14.govdeler kanatli, yapraklarin alt yiizeyinde stoma bulunur ....Sect. 4. Lathyrus p.p.

+ govdeler kanatsiz, yapraklarin iist yiizeyinde stoma bulunur ................. sect.10
.................................................................................... Linearicarpus
15.yapraklar DIr GITL........ccooiiie .16
+ yapraklar bir-¢ok ¢ift yaprakcikl .........ccoeoiiiiiiiiiiiiii e 17
16.govde skapus, ¢igekler Imm den Kisa ........ccceevvviiiniiinnninns sect. 12 Neurolobus.

+ govdeler hig-az skapus, cicekler 1.5 mm den uzun, Gliney Amerika bitkileri

..................................................................................... .sect. 13. Notolathyrus p.p.
17. Legumen tomentoz, Glney Amerika bitkileri .......... . Sect. 13. Notolathyrus p.p.
+ legumen tlysiz, Kuzey Amerika ve Eurasia bitkileri............ccccooevevnnnn 18

18. Yapraklarin alt yiizeyinde stoma bulunur, paralel damarlanma, yaprak rahisleri

tendrilsiz, govde KanatS1Z...........coovviiiieiiiiciiceee . Sect. 2. Lathyrostylis
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+ yapraklarin her st ylizeyinde stoma bulunur, pennat damarl, yaprak
rahisleri tendrili ya tendrilsiz, yapraklar paralel damarlanirsa gévde skapus, skapus

o] 2SS SRRSO .sect. 1. Orobus p.p.

1.11. Tez Konusu Olarak Secilen Lathyrus Turlerinin Botanik Ozellikleri

Bu arastirmada 5 Lathyrus tiiri calisilmistir:

1.11.1. Lathyrus armenus (Boiss &Huet) Sirj

Govdeleri dik, ince ama sert, tiiysiiz ¢ok yillik bitkidir. Govdeler kanatsiz,
koseli, 30-50 cm, taban kismi hemen hemen slrintci olan bir bitkidir. Orta
yapraklar subdigitat, aristattir; 2 ¢ift yaprak¢iga sahiptir, bu yaprakciklar linear-
lanseolat-linear, 50-80 x 3-6 mm mm, 5 parelel damarlidir. Stipula lanseolat-subulat,
1,5-4 mm olan petiyollerden daha uzundur. Ust yapraklar daha kisadir. Pedunkuller
saglam, 2-11 mm, ¢ogunlukla yapraklardan daha kisa, sik1 dizilmis 4-11 ¢iceklidirler.
Cicekler mavimsi- mor, 14-16 mm. Kaliks 5-7 mm; dislere esitsiz degildir, en alttaki
lanseolat, tlpin 1/2 - 3/4’G uzunlugundadir. Stilus linear, Gstte hemen hemen
geniglemistir, 4 x 0,5 mm. Legimen meyve (olgunlasmamis) linear, 50 x 4 mm,
tlystz. Ciceklenme 6-7. aylarda olur. Batakliklar, c¢ayirlarda ve su kanallarinda
(1270-2800 m) yetismektedir.

1.11.2. Lathyrus aureus (Stev.) Brandza

Saglam, dik, seyrek olarak pubessent ¢cok yillik bir bitkidir. Govdeler 50-80 cm
ve kanatsizdir. Yapraklar pinnat, aristat; yaprakegiklar 3-5 cifttir, ovat, akut-
akuminat, 50-100 x 18-50 mm uzunlugundadir. Pinnat damarli yapraklarin alt
yizeyinde kahverengimsi nokta seklinde salgi tiiyleri bulunmaktadir. Stipuller ovat-
lanseolat, yar1 segitat, alt yapraklar govdeden daha genistir. Pedunkiiller yapraklarin

yaklagik yaris1 uzunlugundadir. Rasem (8-)12-25-¢icekli, ¢icekler zencefil-turuncu

14



renginde, 16-20 mm uzunlugundadir. Kaliks 8-12 mm, kambura benzer bir ¢ikinti
tagir, pubessent — hemen hemen tiiysiizdiir, disler esit degildir, en kiigiik dis tiipiin bir
veya bir buguk katidir, Ustteki c¢ift daha kisadir. Korolla kanatlar1 genellikle
karinadan biraz daha uzundur, petalin aya kismi suborbikular ve tirnak kismindan
daha kisadir. Leglimen meyve lineer, 50-70 x 7-8 mm dir. Geng¢ bitkide nokta
seklinde salgi tiiyleri mevcuttur. Tohumlar 6-12 mm ve dizdur. Cigceklenme 5-7.

aylarda oluyor. Ormanlarda ve ¢aliliklarda (15-2000 m) yetismektedir.

1.11.3. Lathyrus cilicicus Hayek & Siehe

Uzun, dik, tiiysiiz ¢ok yillik bir bitkidir. Govde kanatsiz, en az 70 cm
uzunlugundadir. Alt yapraklar 1 ¢ift yaprak¢ik tasir. Orta yapraklar subdigitat,
aristattir; bu yaprakeiklar 2 ¢ift, linear- daralmis lanseolat-linear, 80-150 x 3-9 mm, 5
tane parelel damarlidir. Stipulalar lanseolat-subulat, petiyol 4-8(10) mm den daha
uzundur. Pedunkuller uzun, 25-28 cm, gevsek olarak dizilmistir. 5-13 ¢icgekli, rasem
16 cm ve pediseller 6-10 mm dir. Cigekler daha genis, 25-30 mm, mor renktedir.
Kaliks 8-9 mm, digler hemen hemen esit, genis, en alttakiler ovat- akuminat, tipun
2/3’1i uzunlugundadir. Stilus obovat- spatiil seklinde, 7 x 3 mm uzunlugundadir.
Legiimen meyve gorinmemistir.  Cigeklenme 5. ayda olur. Ugurumlarda ve
tarlalarda (600-1300 m) yetismektedir.

1.11.4. Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus (Desf.) O. Kuntze

Cok yillik, yaygin piloz-tiiysiiz. Govde koseli, dallanmis, 15-40 cm, ylkselici
veya yatik sekilde yayilim gdsteren bir bitkidir. Yapraklar kisa aristat (kil¢ikli) ya da
bazen basit siiliiklii bir yapiyla sonlanir. Yaprakeiklar 1 ¢ift, ovat, genisce eliptik
veya lanseolat, akut veya akuminat, 10-40 x 4-18 mm, paralel damarlidir. Stipuller
ovat-akuminat veya bazen ovat-lanseolattir; stipuller yaprakciklar kadar ve bazen
daha genis olabilir, esit olmayan sagitattir (oksu). Pedunkiiller hemen hemen (2-)3-6
cicekli, yapraklardan daha uzundur. Kaliks 8-13 mm, disler daralmis lanseolat
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seklinde, tiipten 2-3 kat daha uzundur. Korolla eflatun veya menekse renginde, 15-20
mm, karina beyazimsidir. Legiimen meyve genis linear, 30-45 x 4-5 mm, nokta

seklinde salgi tiiyler igermekte olup piloz veya nadiren tiysuzdir.

subsp. laxiflorus: yaprake¢iklar ovat-genis eliptik, genisligi uzunlugunun tig
katindan daha az, genisligi yaklasik stipulalar kadardir. Yapraklar kisa aristat,
legiimen daima tiiyliidiir. Ormanlarda ve ¢aliliklarda (1900 m) yetismektedir (Davis,
1970).

1.11.5. Lathyrus pratensis L.

Cok yillik, tirmanict bir bitkidir. Govde ana kokten cikar ve siiriiniiciidir. 20-
60 cm uzunlugunda, tlyll veya tlysilzdiir. Yapraklar kivrimli, yaprakgiklar bir ¢ift,
10-40 x 1.5-10 mm, daralan eliptik-lanseolat ve damarlar paraleldir. Stipuller ovat-
lanseolat, yaprakciklara gore genellikle daha genis olup, esit olmayan sagitat (oksu)
seklindedir. Pedunkuller 3-10 gigekli, yapraklarindan daha uzundur. Kaliks 6-9 mm,
digleri esit degil. Korolla parlak sar1 ve 10-16 mm. Legiimen meyve linear - oblong,
20-30 x 5-6 mm, tlyslz ya da bazen pubessentir. Tohumlar 4-8(-10) tane ve duzddir.
Ciceklenme 6 ve 7. aylarda gergeklesmektedir. Cayirlikta, dere kenarlarinda ve

caliliklarda (2300 m) yetismektedir.
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1.12. Lathyrus Tiirlerinden izole Edilen Kimyasal Bilesikler

Lathyrus tiirleri tizerinde bugiine kadar yapilan fitokimyasal c¢aligmalarin

sonucunda izole edilen ve yapilar1 aydinlatilan bilesikler gruplandirilarak verilmistir

1.12.1. Fenolik Bilesikler

Lathyrus tirlerin polifenol igerigi ve bu bilesiklerin izolasiyonu sadece yaygin
ve bilinen turler Uzerinde yapilmistir. L. sativus trdndn tohumlarinin % 0.1-5 (a/a)
polifenol igerdigi belirlenmistir. Farkli lokalitelerden toplanan L. sativus’dan 39-999
mg/kg polifenol izole edilmistir, bu fenolik bilesikler genelde tanen olarak
depolanmaktadir (Tamburino ve ark., 2012 b). Shahidi ve arkadaslar1 tarafindan
(2001) L. maritimus’tan (+) katesin ve (-) epikatesin izole etmistir (Shahidi ve ark.,
2001). L. maritimus tdrinin metanol, % 70 aseton ve % 1 HCI ekstresinden
kondanse tanenler elde edilmistir. Taze yesil tohum ve kabuklarinin (7.19 ve 9.13
9/100 g), olgun tohumlar ve kabuklarinin (11.7 ve 2.05 g/100 g) daha az miktarda
tanen tasidiklart saptanmistir (Chavan ve ark., 2001 b). L. pratensis yapraklarindan 8
flavonoit glikozidi izole edilmistir (Reynauld ve ark., 1981). Bir baska ¢aligmada, 38
Lathyrus tiriinden 36°sinda kemferol ve kersetin bulunmustur. 4 tiirde kemferol 3-
soforozit-7-glukozit tespit edilmistir. Ayrica kemferol 3-robinobiozit, 3-soforozit ve
3-latirozit-7-ramnozit major bilesikler olarak saptanmistir. Bu ¢alismaya gore L.
pratensis turt flavon, flavonol ve bunlara ek olarak proantosiyanidinler igerdigi igin
diger tiirlerden farkli kimyasal icerigine sahiptir. izoflavonlar L. montanus tiriinde
bulunmustur, ancak baska tiirlerde izoflavon yapist bulunamamustir. L. sativus
tohumlarinin (174.91+8.39/100 g) fenolik bilesikler icerdigi ortaya konmustur
(Ranabahu ve Harborne, 1993). L. maritimus tiirinde fenolik asit miktari, serbest
olarak (178 mg/100 g) veya ester yapisinda olarak (75 mg/100 g) belirlenmistir.
Rafinoz, stakioz ve verbaskoz gibi sekerlere bagli olarak ise sirastyla, % 0.33, %
1.37 ve % 0.73 oraninda bulunmustur. Bitkinin dal ve saplarimin % 0.52-% 1.45
oraninda tanen elde edilmistir (Chavan ve ark., 2003). L. annuus % 2.17 oraninda, L.

cicera ise %6.33 oraninda tanen igermektedir (Kogak ve ark., 2011). Fenolik bilesik
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miktart L. setifolius’da 3.8 mg/g, L. sphaericus’ta ise 29.2 mg/g olarak bulunmustur.
Genel olarak dogadan toplanan Lathyrus tiirlerinin fenolik madde miktarinin kiltir
formlarina gore daha fazla oldugu belirlenmistir. Tohum biiyiikligi ve fenolik
bilesik miktarinin ters orantili oldugu gozlenmistir. Bunun nedeni ise kiigiik
tohumlarda kabuk kalinliginin daha fazla olmasidir. L. annuus en yiiksek oranda
fenolik bilesik miktarina sahip olup; en fazla antioksidan aktivite gosteren turddr
(Pastor-Cavada ve ark., 2009).

1.12.2. Azotlu Bilesikler

Lathyrus tirlerinde en ¢ok calisma N-oxalil-2,3-diaminopropiyonik asit (f-
ODAP) miktar tayini iizerinde yapilmigtir. Cesitli arastiricilar tarafindan yapilan
caligmalarda L.sativus ve L. latifolius’tan protein yapisinda olmayan amino asitler (5-
ODAP) (Bell ve ark., 1996; Wang ve ark., 2000; Fikre ve ark., 2008); p-(2-
aminopirimidin-4-il) alanin (Brown, 1996), BMAA (5 -N-metil amino-L-alanin) ve
DAB (2,4-diamino butirik asit) izole edilmistir (Kruger ve ark., 2010). L. clymenum
ve L. annuus tlrlerinden de alkali ekstraksiyon ile proteinler izole edilip, f-ODAP
miktar1 tayin edilmistir. Bu c¢aligmada protein izolasyonu icin jel filtrasyon ve
elektroforez gibi yontemlerden yararlanilmistir. Izole edilen proteinlerin kimyasal
bilesimleri, fonksiyonel Ozellikleri ve protein karakterizasyonu incelenmistir. Bu
tirlerde en ¢ok bulunan protein globiilin olarak saptanmistir. Bunlara ek olarak, bu
tirlerde sindirilebilir 6zellige sahip protein, amino asit miktarinin yiksek olmasi
nedeniyle onem kazanmaktadir. Bu iki tiir yiikksek miktarda protein icermesi
nedeniyle, proteince zengin diyet programlarinda kullanilabilmektedir (Pastor-
Cavada ve ark., 2010).

Lathyrus tiirlerinde kiikiirtlii amino asitler de bulunmaktadir. L. sativus /-
ODAP miktart tohum ekstresinden 1-fluoro-2,4-dinitro benzen (FDNB) ile muamele

edilip ve ters faz YBSK ile 6l¢iilmiistiir (Wang ve ark., 2000).
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Chavan ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismalarda (2001 a), L. maritimus
L. tohum, kotiledon ve gOvdelerinde bulunan proteinleri poliakrilamit jel
elektroforezi (PAGE) yontemi ile tayin edilmis; globulin miktarini tohumlarda % 57,
kotiledonlarda % 62 ve govdede % 24 olarak bulunmusur. Kukdrt ihtiva eden amino
asit miktar1 ise alblminin iki kat1 olarak bulunmustur (Chavan ve ark., 2001 a).
Amino-4-karboksi pirimidin, lathirin sentetaz olarak bilinmektedir, bu protein L.
tingitanus tiiriinde bulunmustur. Bu bilesik kromatografi ve elektroforez yontemleri
ile izole edilip, UV spektroskopisi ve FAB mass spektroskopisi ile yapisi tayin
edilmistir (Brown, 1996). L. maritimus yapraklar1 ve tohumlarinda tripsin onleyici
protein (417 TIU/g), protein olmayan azotlu bilesikler ve p-N-oxalilamino —L-
alanin (BOAA) izole edilmistir (Chavan ve ark., 2003). L. latifolius tohumlarinda,
LC/MS-MS kullanilarak noérotoksin ve protein olmayan amino asit miktari, S-N-
metilamino- L-alanin (BMAA) ve 2,4-diaminobutirik asit (DAB) dl¢lilmiistiir ve L.
latifolius tohumlariin 4.21 mg/g DAB igerdigi saptanmistir (Kriiger ve ark., 2010).
L. sativus tohumlar1 yiiksek miktarda protein (25.6+£0.20 g/100 g), amino asit (7.92
0/100 g) ve B-ODAP (16.2+0.5 g/1009) tasimaktadir (Tamburino ve ark., 2012 c).
Poligalakturonaz inhibitorii proteinler (PGIPs) ekstraseliiler, hiicre zarina baglh ve
I6since zengin olan proteinlerdir. L. sativus tohumlarindan bitkinin savunma
sisteminde 6nemli rolii olan yeni bir poligalakturonaz inhibitort protein (LsPGIP)
izole edilmigtir. Bu protein Aspergillus niger ve Rhizopus nigricans
mikroorganizmalarla meydana gelen enfeksiyonu inhibe etmistir (Tamburino ve ark.,
2012 a).

Tiirkiye'de, yapilan ¢alismalarda ise L. tukhtensis, L. cilicicus, L. saxatilis, L.
annuus, L. hierosolymitanus, L. gorgoni var. gorgoni, L. lycicus, L. odoratus, L.
aphaca var. pseudo phaca, L. sphaericus, L. aureus ve L. cicera tlrlerinin protein ve
ODAP igerikleri aragtirilmistir (Emre, 2009; Emre ve ark., 2010 b; Karadeniz ve ark.,
2010). Ayrica Lathyrus tukhtensis, L. cilicicus, L. saxatilis, L. annuus, L.
hierosolymitanus, L. gorgoni var. gorgoni, L. lycicus ve L. odoratus tirlerin
tohumlarinda bulunan proteinler elektroforez ile tayin edilmistir. L. lycicus’un
79.906 ug/ml oranda en yuksek, L. cilicicus’un ise 65.860 pg/ml oranda en diisiik
protein igerigine sahip oldugu belirlenmistir (Emre ve ark., 2010 b). L. annuus
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(%26.1), L. cicera (% 23.1) tirlerinin protein igerdigi belirlenmistir (Kocak ve ark.,
2011).

1.12.3. Yag Asitleri

L. sativus tohumlarinda linoleik ve linolenik asit (1.67+0.18 ¢/100 g)
doymamis yag asitleri bulunmaktadir (Tamburinove ark., 2012 b). Gaz
kromatografisi ile olgun Lathyrus tohumlarindan elde edilen yag asitleri tayin
edilmis ve tohumlarin palmitik asit ve stearik asit igerdigi saptanmistir. Doymamis
yag asidi, olarak ise oleik asit, linoleik asit ve a-linolenik asit bulunmustur. Oleik asit
L. boissieri (% 34,1) ve L. inconspicuus (% 24,5) tirlerinde diger tiirlerden daha
fazla bulunmustur. L. clymenum (% 66,7) ve L. ochrus (% 73,6) turlerinde yuksek
miktarda doymamis yag asitleri bulunmaktadir (Emre ve ark., 2010 a). L. annuus
trd miristik asit, palmitik asit, stearik asit, oleik asit, linoleik asit, linolenik asit,
arasidik asit icermektedir. Toplam doymus yag asitleri miktart % 24.68, doymamis
yag asitleri oran1 ise % 75.45°tir. L. cicera tUrl miristik asit, palmitik asit, stearik
asit, oleik asit, linoleik asit, linolenik asit, arasidik asit, gadoleik asit, behenik asit,
lignoserik asit icermektedir ve toplam doymus yag asitleri miktar1 % 24.92,
doymamis yag asitleri orani ise % 74.02 dir (Kogak ve ark., 2011). L. boisseri sirj. ve
L. laxiflorus subsp. laxiflorus yag asidi bilesenlerinin analizi ve karsilagtiriimasi
yapilmistir. Yag asidi bilesenlerinin gaz kromatografik analizi sonucunda miristik
(C14: 0), palmitik (C16: 0), stearik (C18: 0), oleik (C18: 1), linoleik (C18: 2),
linolenik (C18: 3), arasidik (C20: 0) ve behenik (C22: 0) asitler tespit edilmistir.
Ayrica, bu bitkilerin doymus yag asitlerini doymamis yag asitlerine oranla daha fazla

ihtiva ettigi agiklanmistir (Emre ve ark., 2010 a).

1.12.4. Terpenik Bilesikler:

Triterpen glikozit yapisinda iki bilesik, L. ratan ve L. aphaca tohumlarindan

izole edilmistir. Bu bilesikler saponozit yapisinda 3-O-[f-D-glukuronopiranozil-
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(1 — 4)-a-L-arabinopiranozil-(1 — 2)-a-L-arabinopiranozil]-olean-11,13(18)-dien-
28-0ik asit (% 77.8) ve ikinci 3-O-{f-D-ksilopiranozil-(1 — 2)-5-D-glikopiranozil-
(1 — 4)-[p-D-glukopiranozil-(1 — 2)]-5-D-ksilopiranozil}-2,16a-dihidroksi-4-
hidroksi metil urs-12-en-28-oik asit (% 53.9) olup Colletotrichum dematium’a kars1
antifungal etki gostermektedir (Khan, 2011). L. rotundifolius tlrinden su
distilasyonu ile ugucu yag elde edilmistir. GC ve GC-MS sonuglara gore %98.1
oraninda bilesikler tanimlanmistir. Yag, timol (% 41.3), 8-sedren-13-ol asetat (%
40.9) ve p-simen-8-ol (% 5.3) tasimaktadir (Tajbakhsh ve ark., 2008). L. odoratusun
ucu yagi fazla miktarda (E)-f-osimen ve linalol icermektedir (Porter ve ark., 1999).
L. ochrus L. ugucu yaginda da fitol (49.39 £ 0.44 %), hekzadekanoik asit (% 20.64 +
0.89) ve pentakosan (4.20 £ 0.09 %) icermektedir (Polatoglu ve ark., 2015). L.
vernus’un ¢icek, yaprak ve dallardan elde edilen ugucu yaginin ana bilesikleri, sirasi
ile, palmitik asit (% 34,2-35,3) ve 1-okten-3-ol (% 49.8) olarak tespit edilmistir
(Iskender ve ark., 2009).

1.12.5. Diger bilesikler:

L. sativus askorbik asit (13.50+0.30 mg/100 g), glutatyon (15.90+0.10 mg/100
g) ve fitik asit (206.70+£8.30 png/100 g) icermektedir (Tamburinove ark., 2012). L.
maritimus’un govdeleri % 36.85- 37.13 lif ve kotiledonlar1 % 2.83, 2.99- 3.08 lif
tagimaktadir. Fitik asit ise kotiledonlarda daha fazla miktarda bulunmaktadir (Chavan
ve ark., 2001 b). L. sativus’un etanol ekstresinden alkaloit, tanen, steroit, zamk,
askorbik asit ve glikozitler izole edilmistir (Islam, 2012). L. maritimus ¢esitli fosforlu
bilesikler (88 mg/100g), oligosakkaritler (rafinoz %33, stakioz %1.73 ve verbaskoz
% 0.73), fitik asit (42 mg/100g) tasimaktadir (Chavan ve ark., 2003).

22



Cizelge 1.3. Lathyrus tiirlerinden izole edilmis kimyasal bilegikler

Kullanilan

Tar Kistm Bilesik Kaynak
Yaprak, DAB, B-ODAB, x-ODAP, HS e
L. latifolius govde, and OHS, BMAA, Kersetin, (Bell veZ%rlk(.), éiiﬁétKgg%%r)ve ark.,
tohum kafeik asit, ferulik asit ! '
L cicera Tohum, ODAP, yag asit, kersetin, (Mullan ve ark., 2009, Hanbury ve
' yaprak kemferol ark., 2000; Pecket, 1958.)
i . (Rao, 1978; Moges ve ark., 1994;
P O.DAP’ _hc_;moarglnl_n, . Zhao ve ark., 1999; Wangve ark.,
asparagin, arginin, aspartik asit, | 5. 5012 v ark.. 2001; Kriigerve
h glutamik asit, 3 -N-oksalil ark., 2010; Piergiovanni ve ark.,
L. sativus Tohum, amino-L-alanin (BOAA), B-N- 2011; Basaran ve ark., 2013)
' herba metil amino- ! ? !
. L (Pecket, 1959; Rao ve ark., 1964;
L-algmr) (BMAA)’ ok§a||!< asit, Hanbury ve ark., 2000;Yan ve ark.
dlar?(le'}szliisr:dizyrg% grc';s'd" 2004; Calinescu ve ark., 2010;
' Mahler-Slasky ve Kislev, 2010)
L i Yaprak, ODAP, a,y-diaminobiltirik asit, (Mullan ve ark., 2009; Karadeniz ve
. cicera tohum a,f3-diamino-propiyonik asit ark., 2010)
(DAP) v
2-amino-4-karboksi pirimidine,
latirin, 2-amino pirimidin-4- .
L. tingitanus L. Tohum lalanine, L-homoargenin, ¥- (Bell, 1964; B;%Vgg)‘ 1996, Pecket,
hidroksi homoargenin, kersetin,
kemferol, kafeik asit, ferulik asit
Latirin, 2-amino pirimidin-4-
L. cyanus Tohum ilalanine, L-homoargenin, ¥- (Bell, 1963)
hidroksi homoargenin
Latirin, 2-amino pirimidin-4-
Tohum, ilalanin, L-homoargenin, ¥-
L. aphaca yaprak hidroksi homoargenin, Kersetin, (Bell, 1963, Pecket, 1959)
kafeik asit, ferulik asit
Latirin, 2-amino pirimidin-4-il-
L. sphaericus Tohum alanin, L-homoargenin, ¥- (Bell, 1963)

hidroksi homoargenin
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Cizelge 1.3. Deveam. Lathyrus turlerinden izole edilmis kimyasal bilesikler

L. ochrus Tohum Lektin (Rougé ve Sausa-Lavada, 1984)
Tohum, a,y-diaminobutirik asit, B-ODAP, (Chavan ve ark., 2001 a,
L. clymenum -
yaprak kersetin, kemferol Pecket, 1959)
L. sylvestris L Herba 2,4-diaminobtirik asit (Shen ve ark., 1989)
L. spaericus Tohum Lektin (Richardson ve ark., 1987)
L annuus L Yaprak, B-ODAP, kersetin, kemferol, kafeik | (Pecket, 1959, Pastor-Cavadave
' ' tohum asit, ferulik asit ark., 2010)
L hirsutus L. Yaprak Kersetin, kemf_erol,_kafelk asit, (Pecket, 1950)
ferulik asit
Kersetin, kemferol, kafeik asit,
ferulik asit, siyanidin-3- glikosit, .
L. odoratus L. Yaprak siyanidin 3,5 gliko-galaktozit, (Pecket, 1gggg;w ohamed,
malvidin 3,5 diglikozit ve delfinidin
3,5 diglikozit
L. rotundifolius Willd Yaprak Kersetin, kemfgrol,_kafelk asit, (Pecket, 1959)
ferulik asit
L. tuberosus L. Yaprak Kersetin, kemfgrol,_kafelk astt, (Pecket, 1959)
ferulik asit
L. grandiflorus Sibth. Yaprak Kersetin, kemferol, ferulik asit (Pecket, 1959)

et Sm.
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Cizelge 1.3. Deveam. Lathyrus tiirlerinden izole edilmis kimyasal bilesikler

L. angulatus L. Yaprak Kersetin, kemferol, Kafeik asit, ferulik asit (Pecket, 1959)
L. palustris L. Yaprak Kersetin, kemferol, kafeik asit, 16ko kntosiyanin (Pecket, 1959)
L. setifolius L. Yaprak Kersetin, kemferol (Pecket, 1959)
L. pisiformis L. Yaprak Kemferol, ferulik asit (Pecket, 1959)
L. sphaericus Retz. Yaprak Kemferol, ferulik asit (Pecket, 1959)
L. sylvestris L. Yaprak Kersetin, kafeik asit, ferulik asit (Pecket, 1959)
L. mog;?:#.s L) Yaprak Kersetin, kemferol, ferulik asit (Pecket, 1959)
L. nissolia L. Yaprak Kemferol, ferulik asit (Pecket, 1959)
L. luteus Munby Yaprak Kemferol, kafeik asit, ferulik asit (Pecket, 1959)
L. articulatus L. Yaprak Kersetin, kemferol, ferulik asit (Pecket, 1959)
L. ochrus DC. Yaprak Kersetin, kemferol (Pecket, 1959)
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Cizelge 1.3. Deveam. Lathyrus tiirlerinden izole edilmis kimyasal bilesikler

Luteolin, luteolin 4'-O-8-D-glukopiranosid, (kersetin

(Pecket, 1959;

3-0O-B-D- glukopiranozit), (kersetin 3-O-rutinosid), Revnauld ve
. kersetin, kempferol, kafeik asit, kersetin 3- y :
L. pratensis Herba . IS A AR ark., 1981;
diglukozit, mirisetin 3-arabinozit, mirisetin 3-
: : - Lo - Ikramov ve
diglukozit, kersetin 3- arabinosit, kersetin 3- ark., 1990)
glukozit, kemferol 3- glukozit "
n-heksakosanol, astragalin, izo kersetin, nikotiflorin,
rutin, 3-O-p-D-glukopiranosil soyasapogenol g metil
- T ester, urasil, 4-O-p-D- glukopiranosil sinapik asit (Park ve ark.,
L. davidii Tim bitki metil ester, Soyasaponin IV metil ester, 2008)
azukisaponin Il metil ester, ombuoside, soyasaponin
11 Metil ester, azukisaponin V metil ester
. . . (Kang ve ark.,
L. japonicus Yaprak Kersetin, kemziro;é;z:k;zﬁonms IlveV, 1998: Ohtsuki
yasapag ve ark., 2013)
(Pecket, 1959;
L maritimus L Tohum Fenolikler, tanninler, oligosakkaritler, kersetin, Chavan ve ark.,
) ' kafeik asit, ferulik asit 1999; Chavan
ve ark., 2013)
n-heksakosanol, astragalin, izo kersetin, nikotiflorin,
rutin, 3-O-B-D-glukopiranosil soyasapogenol B metil
- T ester, urasil, 4-O-B-D- glukopiranosil sinapik asit (Park ve ark.,
L. davidii Tum bitki metil ester, Soyasaponin IV Metil Ester, 2008)
Azukisaponin Il metil ester, ombuoside, soyasaponin
11 Metil ester, azukisaponin V metil ester
. . . (Kang ve ark.,
L. japonicus Yaprak Kersetin, kemgoili,s,:z:lgﬁipl)onms eV, 1998; Ohtsuki
yasapag ve ark., 2013)
L. vemus Bernh. Yaprak Kemferol, ferulik asit (Pecket, 1959)
L. niger (L.) Bernh. Yaprak Kemferol (Pecket, 1959)
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Sekil 1.3. Lathyrus tiirlerinden izole edilmis bazi bilesiklerin kimyasal yapilari
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Sekil 1.3. Lathyrus tiirlerinden izole edilmis bazi bilesiklerin kimyasal yapilari
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Sekil 1.3.Devam. Lathyrus tiirlerinden izole edilmis baz1 bilesiklerin kimyasal yapilari



Siyanidin_3_glikozit

Malvidin 3,5 diglikozit

Delfinidin 3,5_diglikozit

Sekil 1.3. Devam. Lathyrus tiirlerinden izole edilmis baz1 bilesiklerin kimyasal yapilar
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1.13. Lathyrus Turlerinin Biyoaktivitesi

Son yillarda polifenollerin antioksidan etkileri iizerinde ¢aligmalar ¢ogalmistir
ve hastalik onleme 6zellikleri odak noktasi haline gelmistir. 4.000 'den fazla farkli

polifenolik bilesik bulunmaktadir.

Flavonoitler, antioksidan Ozelliklerini gosterebilmek igin, serbest radikallerle
reaksiyona girerek onlar1 etkisiz hale getirirler. Flavonoitlerin etki mekanizmalarini

su sekilde aciklanmaktadir:

a) Superoksit radikalini (O2™), hidroksil radikalini (OH™) ve oksijeni (O,) temizler.

b) Peroksil radikalini (ROO™) ve alkoloksil radikalini (RO™) yakalar, lipit peroksil
(LOQ™) zincirini kirar.

c) Siklooksigenaz ve lipooksigenaz enzimlerini inhibe eder.
d) Demir ve bakir gibi gecis metallerini selatlar.

e) Enzim fonksiyonlarina bagimli kalsiyum modiilasyonuyla hiicresel regiilasyonda

o6nemli bir rol oynayan kiic¢lk bir asidik protein olan kalmodlini inhibe eder.
f) Protein kinaz enzimini inhibe eder.

g) Laktat transportunu engeller.

Flavonoitlerin serbest radikal yakalama ve antioksidan o6zellikleri yapilarinda

bulunan ¢ fonksiyonel gruptan ileri gelmektedir:

a) B halkasindaki o-dihidroksi (katesol) grubu (radikal hedef yeri).

b) C halkasindaki 4-okzo grubu ile 2-3 gift bagi (elektron delokalizasyonu i¢in
gereklidir.)

c) 3 ve 5 hidroksil gruplart (en ¢ok radikal yakalama ve metal selatlama igin

gereklidir.)
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Flavonoitlerin antioksidan etkileri yaninda diger 6nemli biyolojik etkileri

oldugu da bilinmektedir:

1) Antitimor

2) Antiviral

3) Antitrombotik

4) Antienflamatvar

5) Antiallerjik

6) Aterosklerozis ve kroner kalp hastaliklarindan koruyucu etkisi
7) Vazodilatasyon etkisi

8) Hucresel immunitenin sitimilasyon etkisi (Kahraman ve ark., 2003; Capanoglu
Guven ve ark., 2010).

Yapilan c¢alismalara gore Lathyrus tirleri farkli biyolojik aktiviteler
gOstermektedir.
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Cizelge 1.4. Lathyrus tiirlerinin farkli biyolojik aktiviteleri

Bitkinin kullanilan

Tir Biyoaktivite Kaynak
kisnm
L. binatus Herba Antioksidan Aktivite (Godevac ve ark., 2008)
Antibakteriyel
L. ratan Tohum . (Khan, 2011)
Aktivite
Antibakteriyel ve (Pastor-Cavadave ark.,
L. aphaca Tohum o o
Antioksidan Aktivite 2009;Khan, 2011)
(Akhtar ve ark., 1997;Chavan ve
Antioksidan, ark., 1999;Grelave ark.,
L. sativus Tohum Antibakteriyel ve 2001;Kusama-Eguchi ve ark.,

Sitotoksisite Aktivite

2004;Mishra ve ark., 2009;Pastor-
Cavadave ark., 2009)

L. maritimus L.

Kabuk, tohum

Antioksidan ve
Antibakteriyel

(Chavan ve ark., 1999;Shahidive

. ark., 2001)
Aktivite
Antibakteriyel (Akhtarve ark., 1997;Bhardwaj,
L. odaratus L. Tohum, petal .
Aktivite 2012)

Antifungal Aktivite,

(Pastor-Cavadave ark., 2009;Arabi

L. pratensis Bitkinin tlim kismi Antioksidan Aktivite ve Sardari, 2010)
L. hirsutus Tohum Antioksidan Aktivite (Pastor-Cavadave ark., 2009)
L. filiformis Tohum Antioksidan Aktivite (Pastor-Cavadave ark., 2009)
L. cicera Tohum Antioksidan Aktivite (Pastor-Cavadave ark., 2009)
L. angulatus Tohum Antioksidan Aktivite (Pastor-Cavadave ark., 2009)
L. sphaericus Tohum Antioksidan Aktivite (Pastor-Cavadave ark., 2009)

Antioksidan ve

(Pastor-Cavadave ark., 2009;

L. annuus Tohum, herba . B o L ]
Sitotoksisite Aktivite | Khalighi- Sigaroodi ve ark., 2012)
L. clymenum Tohum AntioksidanAktivite (Pastor-Cavadave ark., 2009)
L. ochrus Tohum Antioksidan Aktivite (Pastor-Cavadave ark., 2009)
L. latifolius Tohum Antioksidan Aktivite (Pastor-Cavadave ark., 2009)
L. setifolius Tohum AntioksidanAktivite (Pastor-Cavadave ark., 2009)
L. tingitanus Tohum Antioksidan Aktivite (Pastor-Cavadave ark., 2009)
L. amphicarpos Tohum Antioksidan Aktivite (Pastor-Cavadave ark., 2009)
L. sativus var. . . . o .
Herba Sitotoksisite Aktivite | (Khalighi-Sigaroodive ark., 2012)
stenophyllus
Antibakteriyel .
L. karsianus Herba . (Ozkan ve ark., 2014)
Aktivite
o o (Spanou ve ark., 2007; Spanou ve
L.laxiflorus Herba Antioksidan Aktivite

ark., 2010)

33




1.13.1.1. Fitokimyasal Calismalari

1.13.1.2. Toplam Fenol i¢eriginin Belirlenmesi (Folin-Ciocalteu Total Fenol)

Bitkilerde fenolik madde miktarlarinin analizi fenolik bilesliklerin Folin-
Ciocalteu cozeltisinde bulunan fosfotungustik ve fosfomolibdik asitlerin kompleks
polimerik iyonlar: ile oksidasiyonu sonucunda olusan mavi renkli molibden-tungsten
kompleksinin konsantrasyonunun 750 nm dalga boyunda 6Olctlmesi ilkesine dayanan
spektrofotometrik bir yontemdir. Ancak, bu yontemle elde edilen verilerle bitkilerin
antioksidan aktivitesi ile ilgili yorumlama yapilabilmesi miimkiin olmaktadir.
Ekstrelerin icerdikleri toplam fenoller gallik asite esdeger olarak Folin-Ciocalteu
yontemi kullanarak hesaplanmaktadir (Slinkard ve Singletan, 1977).

1.13.1.3. Toplam Flavonoit i¢eriginin Belirlenmesi

Aliminyum Klorlr kolorimetrik metodu ile belirlenmistir. Metodun prensibi,
AICIl3’in flavonlar ve flavonollerin C-4 keto grubu ve C-3 veya C-5 hidroksil
gruplar ile asitte kararli kompleksler olusturmasi esasina dayanmaktadir. Buna ek
olarak, AICIs, flavonoitlerin A- veya B- halkalarinin orto-dihidroksil gruplari ile

kompleks olusturur. Standart olarak kersetin kullanilmaktadir.

1.13.1.4. 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Supurict Aktivite

Yontemi

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) stabil organik nitrojen radikalidir. 517
nm’de maksimum absorbansa sahiptir. Molekiilde bir serbest elektronun yer
degistirmesi menekse renginin olugmasina neden olur. DPPH soliisyonu hidrojen
atomu verebilen madde (antioksidan) ile karistirildigi zaman koyu menekse rengin
kayb1 ile indirgenmis form olusur. Antioksidan (A-H) tarafindan DPPH serbest

radikaline proton transferi reaksiyonu 517 nm’de absorbansin azalmasina neden olur.
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Bu stre¢ goriunur alanda spektrofotometre ile absorbans sabitlenene kadar takip
edilir. DPPH-H indirgenmis formdur. “A” ise ilk adimda olusturulan serbest
radikaldir. Bu yontem bitkiler ve gidalardan elde edilen ekstreler ya da bilesiklerdeki
serbest radikal sondiiriicli aktiviteyi belirlemek i¢in arastirmacilar tarafindan yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir. Teknik olarak basit ve hizli bir yontemdir. Fakat
uygulamasini simirlandiran bazi dezavantajlara sahiptir. Uzun Omiirlii nitrojen
radikali olan DPPH, lipit peroksidasyonu ile iliskili olan hayli reaktif ve kisa dmiirlii
peroksil radikallerine benzerlik gostermez. Peroksil radikalleri ile hizla reaksiyona
giren bir¢ok antioksidan DPPH ile yavas reaksiyona girebilir, hatta hi¢ reaksiyona
girmeyebilir (Gordon, 2001; Albayrak ve ark., 2010).

1.13.1.5. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

1.13.1.5.1. Antibakteriyel ve Antifungal Aktivite

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, antimikrobiyal bir ajanin belli bir bakteri
tirine karsi in-vitro etkinligini saptamak amaciyla uygulanan testlerdir. Klinikte
antimikrobiyal tedavinin, duyarlilik testlerinin sonuglarina gére belirlenmesi esastir.
Ancak bazi durumlarda etiyolojik ajanin iiremesi ve duyarliliginin belirlenmesi
beklenmeden ampirik tedavi protokolleri uygulanabilir.  Ampirik tedavi
protokollerini belirlemede belli bir bélge veya hastane de ©nceden belirlenmis

duyarlilik sonuglar1 g6z 6niine alinmaktadir.

1.13.1.5.2. DilUsyon testleri

Diliisyon testleri, bir antimikrobiyal ajanin bir mikroorganizmanin liremesini
inhibe etmek veya Oldirmek icin gerekli olan minimum konsantrasyonunu
belirlemek icin uygulanir. Diliisyon testleri "tlip dilisyon" ve "agar diliisyon" olmak

uzere iki sekilde uygulanmaktadir.
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1.13.1.5.3. Tup diltsyon

Tup dilusyon "makro” ve "mikro™ olmak Uzere iki sekilde uygulanabilir. Her
iki yontemin de prensibi aynidir. Makrodiliisyonda test tiipleri, mikrodiliisyonda ise

"U" yada"V" tabanli "mikroplate"ler kullanilir.

Test edilecek olan ekstreler 6nce uygun ¢ozuctller iginde hazirlanir ve takiben
bu siv1 besiyerinde iki kat azalan diliisiyonlar yapilir. Mikroorganizmanin standart
birinokiilumu (1x10° CFU/ml) hazirlanip, antimikrobiyal ajanin ¢esitli diliisyonlarini
iceren her bir tlpe esit miktarlarda eklenir. Ayrica antibiyotik icermeyen, {iremenin
gostergesi olan kontrol tipine de eklenir. Bakteri inokile edilmemis, sadece besiyeri
konmus bir tlp veya ¢ukur da besiyeri kontrolii olarak hazirlanir. Besiyerleri 35°C'de
bir gecelik inkiibasyondan sonra bakteri iiremesini gosteren bulaniklik yoniinden
incelenir. Bakterinin remesini 6nleyen, gozle goriiniir bir bulanikligin olmadigi en
dustik ilag konsantrasyonu, minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) olarak
degerlendirilir (Wayne ve ark., 2009).

1.13.1.6. Antienflamatuvar Aktivite

Enflamasyon; canli dokularin hasarlara kars1 sistemik ve lokal bir
patofizyolojik tepkisidir. Enflamasyon plazma ve kan hicrelerinin akiimilasyonuna
neden olur. Vicudun enfeksiyonlara, toksik kimyasallara ve alerjenlera karsi bir
savunma mekanizmasi olmasina ragmen hasara ugrayan bélgede enflamasyon birgok
hastaligia neden olabilir. Antienflamatuvar tedavisinde non-steroidal (steroid-

olmayan) veya kortikosteroit ilaglar kullanilmaktadir.

Arastirmalara gore aspirin, diklofenak, ketorolak, naproksen ve ya nimesulit

gibi antienflamatuvar ilaglar mide ve bagirsak kanamasini arttirma riski tagimaktadir.

Antienflamatuvar tedavisinde kullanilan bir ¢ok ilag, prostaglandin ve
tromboksan sentezine neden olan siklooksijenaz (COX), COX-1 ve COX-2
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lizozomal enzimi inhibe ederek ve ya lizozomal membrani stabilize ederek etki

gOstermektedir.

Dinyada birgok insan gelencksel tip ve bitkisel ilaglar1 kullanilmaktadir.
Enflamasyon tedavisinde de antienflamatuvar ilaclara ek olarak bazi tibb1 bitkiler de

kullanilmaktadir.

Aktif oksijen gruplari; hidroksil radikali, sliperoksit anyonu ve peroksinitrit
radikallerinin enflamasyon siirecinde etkili oldugu ispatlanmistir. Bu aktif oksijen
gruplar1 hiicrenin biyo molekillerde (proteinler, niikleik asitler, karbonhidratlar ve
lipitler) hasarin artmasina neden olup ve bu da enflamasyonun artmasina neden olur.
Bu nedenle antioksidant aktivitesi olan bilesiklerin, antienflamatuvar potansiyeli
tagsimaktadir. Ancak yeni antienflamatuvar ilaglarin gelismesinde ve iiretiminde daha
cok etkili ve daha az toksik olmasi soz konusudur. Tibb: bitkiler antienflamatuvar

etkili bilesikler i¢in potansiyel kaynaklar olarak diisiiniilmektedir.

Bitki ekstreleri lizozomal membrani stabilize ederek antienflamatuvar etkiye
neden olmaktadir. Bu etki hipotonisineyi inhibe ederek, eritrosit membranin
parcalanmasini engeller ve antienflamatuvar etkiye neden olur. Eritrosit membran
lizozomal membranin analogudur ve bu bitki ekstreleri lizozomal membranin
stabilize edilmesi anlamina gelmektedir. Bazi antienflamatuvar ilaglar (NSAID)
ozmotik basinci azaltarak, hiicrenin elektrolitlerinin kaybetmesine neden olmaktadir.
Bitki ekstreleri bu islemi onleyerek etkilerini gostermektedir (Shirwaikar ve ark.,
2011; Singh ve ark., 2012; Gadamsetty ve ark., 2013; Nagaharika ve Rasheed, 2013).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Bitkisel Materyal

Bu ¢alismada L. armenus, L. aureus, L. cilicicus, L. laxiflorus subsp. laxiflorus
ve L. pratensis turlerinin kurutulmus toprak tstii kisimlar1 kullanildi. Herbaryum igin
secilen ornekler preslenip kurutulduktan sonra teshis edilerek (Yrd. Do¢. Mehmet
Tekin) Cumhuriyet Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu ve Ankara

Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumuna kaldirildi.

L. armenus (Boiss &Huet) Sirj (Endemik)

Toplanan kisim Toprak st
Toplandig lokalite B6: Sivas, Cumhuriyet Universitesi kampiis girisi, tarla
kenari
Rakim 1261 m, 39" 42'36,8" N 37° 00' 44,8"E
Herbaryum No. M.Tekin 1278 & AEF 26680
Toplama tarihi 26.06.2012

L. aureus (Stev.) Brandza

Toplanan kisim Toprak Usti
Toplandig lokalite B6: Sivas, Yildizeli ilgesi, Glineykaya beldesi,
Demirdzi Koyii goleti yakini
Rakim 1565 m, 40° 11' 36,7" N, 36° 51' 374" E
Herbaryum No. M.Tekin 1277 & AEF 26684
Toplama tarihi 25.06.2012
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L. cilicicus Hayek & Siehe (Endemik)

Toplanan kisim

Toprak Gsti

Toplandig: lokalite C4: Karaman: Ermenek-Mut yolu, 10-20. kilometreleri
arast, yol kenar1
Rakim 981 m, 36° 36' 36,8" N, 32° 58' 54,4" E

Herbaryum No.

M.Tekin 1210 & AEF 26681

Toplama tarihi

22.05.2012

Lathrus laxiflorus subsp. laxiflorus (Desf.) O. Kuntze

Toplanan kisim

Toprak Ustii

Toplandig lokalite B6: Sivas: Cumhuriyet Universitesi kampiis girisi,
tarla kenar1
Rakim 1261m, 39° 42' 36,8" N, 37° 00' 44,8" E

Herbaryum No.

M.Tekin 1274 & AEF 26682

Toplama tarihi

26.06.2012

Lathyrus pratensis L.

Toplanan kisim

Toprak Ustii

Toplandig lokalite B6: Sivas: Yildizeli ilgesi, Giineykaya beldesi,
Demir6zu koyl goleti yakini
Rakim 1565 m, 40° 11' 36,7" N, 36° 51' 37,4" E

Herbaryum No.

M.Tekin 1273 & AEF 26683

Toplama tarihi

23.06.2012

Toplanan Lathyrus tirlerine ait herbaryum o6rneklerinin resimleri Sekil 2.1-

5’de verilmistir.
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Sekil 2.1. Lathyrus armenus (Boiss & Huet) Sirj (Endemik)
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Sekil 2.2. Lathyrus aureus (Stev.) Brandza
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Sekil 2.3. Lathyrus cilicicus Hayek & Siehe (Endemik)
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Sekil 2.4. Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus (Desf.) O. Kuntze
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Sekil 2.5. Lathyrus pratensis L.
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L. prater """:ﬁ \ B, Laxiflorus Subsp.‘}axiﬂorus
ISekil 2.6. Lathyrus tiirlerinin genel goriiniigii (Foto: M. Tekin).

2.2. YOntem

2.2.1. Mikroskobik Analiz

Calisilan Lathyrus turlerinin mikroskobik analizi igin, temiz bir lam Gzerine bir
damla Sartur reaktifi konuldu. Temiz bir pens veya toplu igne yardimiyla toz drogun
ince kisimlarindan uygun miktarda alinip damla igerisine dagitildi. Lamelin bir
kenar1 damlaya temas ettirilerek lamel, lam tizerine yaklastirildi ve 45°°1ik ag1 kaldig1
zaman birden birakildi. Lam ile lamel aras1 tamamen reaktifle kapli olmalidir. Sartur
reaktifi etkisi i¢in sicak uygulandi. Bunun icin preparat kiigiik bir alev iizerinde

1s1t1ldi. Bu sekilde hazirlanmis olan preparat mikroskop tablasina yerlestirildi.
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2.2.2. Fitokimyasal ¢calismalar

2.2.2.1. Ekstraksiyon

Calisma materyali olarak se¢ilmis olan Lathyrus armenus bitkisinin toprak tsti
kisimlar1 (800 g) Soxhlet apareyi kullanilarak 20 saat yetrerli miktarda MeOH ile
ekstre edildi. Elde edilen metanollii ekstre pileli siizge¢ kagidindan siiziildiikten

sonra algak basin¢ta yogunlastirarak kurutuldu.

2.2.2.2. Metanol Ekstresinin Fraksiyonlandirilmasi

L. armenus toprak iistii kisimlarindan elde edilen metanolli ekstre tamamen
kurutulduktan sonra etkili bilesikleri izole etmek amaciyla ilk olarak sivi sivi
fraksiyonlamaya tabi tutuldu. Bu amagla 131.19 g kuru metanolli ekstre 350 ml suda
stispanse edildi ve ayirma hunisine alinarak {izerine sirayla n-hekzan (1500 ml),
Kloroform (1000 ml) ve etilasetat (2500 ml) eklendi ve ekstre edildi. Bu islem
sonucunda kalan sulu ekstre ile birlikte toplam 4 fraksiyon elde edildi. Elde edilen n-
hekzan, kloroform ve etil asetat ekstereleri algak basingta yogunlastirarak, sulu ekstre
ise liyofilize edilerek kurutuldu ve tartildi. L. armenus toprak {istii ekstresinin sivi

stv1 ekstraksiyon ile fraksiyonlandirmasi islemine ait sema Sekil 2,7’ de verilmistir.
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Lathyrus armenus
Toprak tistii (800 g)

Soxhlet
(MeOH 2500 ml)

Metanolli Ekstre

(131.19 g)
Kurutuldu J/

+ Distile Su

(350 ml)
+ n-Hekzan
(1500 ml)

Atik n-Hekzanli Fraksiyon
+ (1045 g)

Kloroform (1000 ml)

! )

Atik Kloroformlu Fraksiyon
+ (144 ¢)
Etil asetat (2500 ml)

! )

Sulu Fraksiyon (60.57 g) Etil asetatli Fraksiyon (5.81 g)

Sekil 2.7. Ekstraksiyon semasi
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2.2.3. Kromatografik Yontemler

2.2.3.1. Ince Tabaka Kromatografisi

L. armenus toprak iistii kisimlarindan elde edilen metanollii ekstre ITK ile
asagida belirtilen ¢oziicii sistemleri kullanilarak incelendi.
Adsorban : Silika jel 60 F2s45 (Merck, 1. 05554 20x20) hazir kapli plak
COzucu Sistemi 1 : Etilasetat- Glasiyel asetik asit- Formik Asit-Su (100-11-11-26)
Cozucu Sistemi 2 : Kloroform- Metanol- Su (64-50-10)
Cozucu Sistemi 3 : Etilasetat- Metanol- Su (100-13.5-10)
Revelator : Vanilin-H,SO, reaktifi

2.2.3.2. Kolon Kromatografisi

2.2.3.2.1. Kolonun Hazirlanmasi

Etil asetatli ekstre i¢in adsorban olarak Silika jel 60 (70-230 mesh, 0.063-0.200
mm, Merck 1.07734.1000 ASTM) kullanildi. 120 g silika jel tartilarak 4 cm c¢apinda
ve 100 cm boyundaki cam kolona etilasetat ile karistirildiktan sonra hi¢ hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde dolduruldu ve daha sonra ayrimi yapilacak etilasetat
ekstre uygulanarak izolasyon islemine baglandi. Sulu ekstere i¢in ise 800 g silika jel
60 (70-230 mesh, 0.063-0.200 mm, Merck 1.07734.1000 ASTM) ve 8 cm ¢apinda ve
150 cm boyundaki cam kolon kullanildi.

2.2.3.2.2. Ekstrenin Kolona Uygulanmasi

Etilasetatli ve sulu ekstreler kolonlara ayri ayri Kuru tatbik metoduyla

uygulandi. Bu amagla ekstreler (etilasetat 5 g ve sulu ekstre 50 g) kapsulde uygun
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¢oOziiclide tamamen ¢oziildii ve agirligi kadar silika jel 60 ile karistirildi. Kurumasi
icin ¢eker ocak altina birakildi. Tamamen kurutulduktan sonra silika jele emdirilmis
ekstre kolona tatbik edildi. Ekstrenin iist kismina bir miktar daha silika jel ilave
edilerek ekstrenin havalanmasi engellendi. Eliisyon islemiyle etilasetat ve sulu
ekstreler fraksiyonlandirilmaya baslandi. Etil asetatli ekstreden 60 fraksiyon ve sulu
ekstre i¢in 200 fraksiyon toplandi.

Cizelge 2.1. Kolon kromatografi icin ¢cdzici sistemi (Etil asetat fraksiyonu)

Sistem No (Etilasetath Fraksiyonun Kolon) Cozucu sistemi (50 ml)
1 Etilasetat- MeOH-H,0 (100-13.5-10)
2 Etilasetat- MeOH (50-50)
3 MeOH

Cizelge 2.2. Kolon kromatografi icin 69ziici sistemi (Su fraksiyonu)

Sistem No (Sulu Fraksiyonun Kolonu) Cozlcu sistemi (100 ml)

1 Etilasetat- MeOH- H,O (100-13.5-10)

Etilasetat- MeOH- H,0 (50-13.5-10)

CHCI3- MeOH- H,0 (55-45-5)

2

3

4 CHCly- MeOH- H,0 (20-75-5)
5 CHCly- MeOH- H,0 (20-85-5)
6

CHCly- MeOH- H,0 (20-100-5)

On temizleme isleminden sonra fraksiyonlarin icerdigi bilesikleri saflastirmak

amaciyla preparatif ITK, YBSK ve kristallendirme yontemlerinden yararlanilds.

2.2.3.2.3. Preparatif ince Tabaka Kromatografisi

Etil asetat fraksiyonu i¢in yapilan kolon kromatografisi ile elde edilen
fraksiyonlarda (Fr.7) bulunan bilesikleri saflastirmak amaciyla preparatif ince tabaka
kromatografisinden yararlanildi. Silika jel 60 RP-Fys45 (Merck 1.05744, 20%20, 0.5
mm) kaplanmis hazir plaklar zerinde MeOH-H,O (5-5) ¢6zlicl sistemi kullanilarak
temizleme islemi gergeklestirildi.

Siizme islemi Silika jeli gegirmeyecek capta porlara sahip siizge¢ kagidindan
yapildi. Siiziintiiler rotavaporda yogunlastirilarak, iTK ve YBSK ile safliklar1 kontrol
edildi.
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2.2.3.2.4. Preparatif YBSK

Kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlarda bulunan bilesikleri
saflastirmak amaciyla diger bir kromatografik yontem olarak preparatif ylksek
basingli sivi koromatografi yararlanildi. Analiz icin Agilent 1200 Series YBSK ve
kolon (ACE 5, C18 250x4.6 mm) olarak semi preparatif kolon olarak (ACE 10,
250%10 mm) kullanildi. Hareketli faz olarak asetonitril ve su kullanildi ve gradyan
usul ile eliisyon yapildi. Elde edilen fraksiyonlar rotavaporda yogunlastirilarak,

YBSK ile safliklar1 kontrol edildi.

Cizelge 2.3. YBSK eliisyon sartlari

Zaman (dk) Asetonitril Su Akis Hizi
0 10 90 4 ml/dk
20 56.5 435 4 ml/dk
20.01 100 0 4 ml/dk
25 100 0 4 ml/dk

2.2.3.3. Izole Edilen Bilesiklerin Yap1 Tayini

Preparatif ince tabaka kromatografisi ve preparatif YBSK yardimiyla
birbirinden ayrilan bilesiklerin yapis1 asagida belirtilen spektroskopik yontemlerle
tayin edildi.

2.2.3.3.1. NMR Spektrometrisi

Bilesiklerin ddtoro metanol (CD3;OD) ve DMSO iginde hazirlanan
cozeltilerinin *H-NMR ve *C-NMR, HMBC, HMQC, COSY, TOCSY spektrumlari
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nde bulunan Varian Mercury 400 MHz,

NMR Spektrometre cihazi kullanilarak alindi.

50



2.2.3.3.2. LC/MS Spektrometrisi

izole edilen bilesiklerin kiitle spektrumlart Ankara Universitesi Eczacilik
Fakdltesi’nde bulunan Waters Alliance yiiksek basing sivi kromatografisine bagl

Waters Micromass ZQ Kiitle Spektrometresi ESI(+) yontemiyle alindu.

2.2.4. Toplam Fenolik I¢eriginin Belirlenmesi (Folin-Ciocalteu)

Folin Ciocalteu yontemi ile toplam fenolik madde miktar1 tespit edildi. Bu
amag icin once gallik asit kalibrasyon egrisi ¢izildi. Bu yonteme gore 20 pL, 20
mg/10mL konsantrasyonda ki 6rnek, gallik asit veya kor tzerine, 1.58 ml deiyonize
su ve 100 pl Folin Ciocalteu reaktifi ilave edilip iyice karistirildi. Karigim Gzerine
300 pl % 2 sodyum karbonat ilave edilip 30 dakika 40 °C bekletildi. Karisimin
absorbans1 765 nm’de kore kars1 Ol¢ildi. Her konsantrasyon igin 4 tekrar yapildi.
Gallik asit kullanilarak hazirlanan standart 6l¢ii egrisine gore orneklerdeki fenolik
madde miktar1 gallik aside esdeger olarak hesaplandi (Ainsworth and Gillespie
2007).

2.2.4.1. Gallik asit kalibrasyonu

0,02 g gallik asit (Riedel de Haen) balon jojede ultrasonik banyoda 10 ml
etanol icinde coziilerek, distile su ile 100 ml’ye tamamlandi (stok ¢ozelti). Stok
cozeltiden degisik diliisyonlar hazirlanarak Folin-Ciocalteu yontemi uygulandi. Her
bir diliisyon i¢in dort tekrar yapildi. Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda kullanilan
gallik asit diliisyonlar1 ve elde edilen ortalama absorbans degerleri asagi ¢izelgede
verilmektedir. Gallik asit konsantrasyonuna karsi Ortalama absorbans degerlerinin

grafige gecirilmesi ile kalibrasyon grafigi elde edildi.
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Cizelge 2.4. Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda kullanilan gallik asit konsantrasyonlari ve

ortalama absorbans degerleri.

Konsantrasyon (ug/L) Ortalama absorbans degeri
50 0,064
100 0,109
150 0,156
250 0,234
400 0,349
500 0,435
700 0,600

Absorbans
©c © ©o ©o ©o o ©
= o] w E=Y (@3] (=)} ~J

y =0,0008x+ 0,027
R? =0,9996

Gallik asit Kalibrasyon Grafigi

o

0 200

400 600
ng/L Gallik asit

800

Sekil 2.8. Gallik asit kalibrasyon grafigi

2.2.4.2. Toplam Flavonoit i¢eriginin Belirlenmesi

Toplam flavonoit analizi spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Bu analiz igin

standart kersetin ¢ozeltisinin 5 farkli konsantrasyonu ile bir kalibrasyon egrisi elde

edilmistir (R? =0.9834). Sonuglar elde edilen egrinin regresyon esitliginden

yararlanilarak hesaplanmis ve pg kersetin esdegeri (QE) olarak ifade edilmistir.
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Cizelge 2.5. Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda kullanilan Kersetin konsantrasyonlari ve ortalama

absorbans degerleri.

Konsantrasyon (pg/L) Ortalama absorbans degeri
50 0,073
100 0,081
200 0,113
300 0,142
400 0,169
500 0,186
Kersetin Kalibrasyon Egrisi
0.2 -
0.18 - y =0.0245x+ 0.0417
0.16 R?=0.9834
0.14 -
v
E 0.12 -
5 0.1 -
2008 -
2 0.
0.06 -
0.04 -
0.02 -
0
50 100 200 300 400 500
Kersetin ng/mL

Sekil 2.9. Kersetin kalibrasiyon grafigi

Bu yonteme gore 250 pL, 50 mg/10 mL konsantrasyondaki 6rnek (izerine,
1250 mL distile su ve 75 pL %5 NaNO, ilave edilip iyice karistirildi. Karigim
Uzerine 150 pL %10 AICI; ilave edilip vorteks ile karistirildi. Karigimin {izerine 500
pL NaOH (1M) ilave edildi ve 5 dakika beklendi, 3 mL su ile tamamlandi. 20 dakika
bekletildi ve absorbansi 510 nm’de 6l¢iildii. Her konsantrasyon i¢in 3 tekrar yapildi.
Kersetin kullanilarak hazirlanan standart 6lgii egrisine gore Orneklerdeki flavonoit

miktar1 Kersetine esdeger olarak hesaplandi.
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2.2.5. Antioksidan Aktivite Tayini

Bitki orneklerinin metanol ekstreleri ile metanol ekstrelesinin fraksiyonlamasi
sonucunda elde edilen hekzan, etil asetat, kloroform ve sulu ekstrelerin antioksidan

aktiviteleri, DPPH yontemiyle in vitro olarak incelendi.

Kantitatif DPPH testi icin Huang ve arkadaslar tarafindan tarafindan 6nerilen
yontem kullanilmistir. Bu ydntem, pembe renkli stabil bir bilesik olan DPPH
radikalinin yok edilmesi sonucu, renkte meydana gelen azalmanin spektrofotometrik

(517 nm) olarak 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir (Huang ve ark., 2005) .

% Inhibisyon = (AbSDppH - AbS@mek) /AbSDppH x 100

Her bir ekstre i¢in inhibisyon ylizdesi hesaplandi ve konsantrasyon degerlerine
karsi, lineer regresyon analizi kullanarak ICso degerleri hesaplandi. Pozitif kontrol
olarak butillenmis hidroksi toluen (BHT) 0,022 mg/ml ile 3,34x10* mg/ml

araliginda degisen 6 konsantrasyon denemistir.

2.2.6. Antibakteriyel ve Antifugal Aktivite

Antibakteriyel ve antifungal aktivite ¢alismalari, bitki 6rneklerinin toprak Us(iti
kisimlar1 kullanarak metanolll ekstreleri ve fraksiyonlama sonucunda elde edilen

hekzan, kloroform, etil asetat ve sulu ekstreleri lizerinde yuriitiilmistiir.

Calismada Gram pozitif bakteriler: Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve
Bacillus subtilis ATCC 6633; Gram negatif bakteriler: Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 test bakterileri olarak kullanirken;
antifungal aktivite tayini icin ise Candida albicans ATCC 10231 mayasi kullanildi.
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Ekstre ve fraksiyonlarin Minimum inhibisyon Konsantrasyonlar1 (MIK), tiip
diliisyon teknigi kullanarak belirlendi. Orneklerin 1.000-0,0625 mg/ml araligindaki
iki katli sulandirmalar1 Miiller Hinton Broth besiyeri iginde hazirlandi. Sadece
Muller Hinton Broth iceren bir seri tiip kontrol olarak kullanildi. Tiim tiipler esit
miktada mikroorganizma ile inokiile edildikten sonra, bakteriler icin 37+1 °C’de 18-
24 saat, maya icin ise 48 saat inkilbasyon birakildi. inkiibasyon siiresi sonunda

{iremenin goériilmedigi en son tiip MIK degeri olarak kaydedildi.

2.2.7. Antienflamatuvar Aktivite

2.2.7.1. Eritrosit siispansiyon hazirlamasi

Kan ornekleri, son 2 hafta icinde antienflamatuvar ilaci almamis saglikli
goniillillerden alinmistir. Kan 6rnekleri 3000 rpm de 15 dakika santriflij yapildi.
Suipernatant (plazma ve lokositler) ayrildi ve kalan kanin kirmizi hiicreleri (eritrosit)
salin (9%0.85 a/h NaCl) ile yikandi. Yikama islemi 3 kere tekrar edildi. Elde edilen
eritrosit Gzerine %10 (h/h) salin eklendi.

2.2.7.2. Sicakhlikla indiklenen hemoliz

Sicaklikla kan hiicreleriin  membranlar1  patlatma ydntemi olarak

tanimlanmaktadir. Kontrol, standart ve 6rnekler igin ¢6zelti hazirlandi.

Kontrol igin; 1 ml salin ya distile su + 1 ml eritrosit suispansiyonu

Standart; 1 ml Aspirin® (Bayer, Sweden) (0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25, 0.5 mg/ml) ve
asetilsalisilik asit (Sigma-Aldrich, USA ) (0.2, 0.25, 0.5 mg/ml) + 1 ml eritrosit

stispansiyonu
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Ornek; 1ml bitki ekstresi (0.4 mg/ml) + 1 ml eritrosit stispansiyonu

Hazirlanan reaksiyon karisimlarin oldugu tiim tiipler 56 °C de 30 dakika
inkibe edildi; 30 dakika sonunda sogutuldu ve 2500 rpm’de 10 dakika santrifij
edildi; supernatantin absorbansi spektrofotometrede 560 nm’de 6l¢ildi. Standart,

kontrol ve 6rnekler igin % hemoliz ve % koruma hesaplandi.

_ Optik Dansite Test Ornegi
% Hemoliz = 100

Optik Dansite Kontrol

% Koruma = 100 — % Hemoliz
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3. BULGULAR

3.1. Toz Drog Cahsmalari ile ilgili Bulgular

Calisilan turlerin organoleptik 6zellikleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calisilan tirlerin organoleptik ézellikleri

Tarler Renk Koku Tat Gortinim
L. aureus Koyu yesil Karakteristik koku yok | Karakteristik tadi yok | Irili, ufakli heterojen
L. pratensis Haki yesil Karakteristik koku yok Hafif acims1 Irili, ufakh heterojen
L. laxiflorus
subsp. Koyu yesil Karakteristik koku yok | Karakteristik tadi yok | Irili, ufakli heterojen
laxiflorus
L. cilicicus Sarimst yesil Karakteristik koku yok | Karakteristik tad1 yok | Irili, ufakli heterojen
L. armenus Agik yesil Karakteristik koku yok | Karakteristik tad1 yok | Irili, ufakli heterojen

3.2. Mikroskobik Analiz

Lathyrus tiirlerinden hazirlanan preparatlarin 1s1k mikroskobunda ¢ekilmis

fotograflari ve agiklamalar1 Sekil 3.1-21 gibidir.

3.2.1. L. aureus

a- Salgi tiiyleri basi ¢cok sap1 tek ve nadir olarak bulunmaktadir.

b- Stoma hiicreleri anomositik tipte olup; stoma komsu hiicre sayisi 3-4 arasinda degismekte

olup, dalgali yapiya sahiptir.

c- Ortii tityleri uzun, tek hiicreli ve nadir olarak bulunmaktadir;

d- Epiderma hicrelerinde basit billur

e- Basit billurlar sklerenkima etrafinda dizi halinde
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f- Polenler monokolpat

Sekil 3.1. L. aureus’a ait salg1 tiiyl Sekil 3.2. L. aureus’a ait stoma hucreleri

Sekil 3.3. L. aureus’a ait ort tlyl

Sekil 3.5. L. aureus’a ait epiderma Sekil 3.6. L. aureus’a ait polen
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3.2.2. L. armenus

Iki tip stoma hiicresi bulunmaktadur:

al-Anisositik tipte stoma hicreleri, stoma komsu hiicreleri diiz yapiya sahiptir.
a2- Anamostik tipte stoma hticreleri, stoma komsu hiicreleri ise dalgalidir.

b- Kutikulas1 noktacikli, tek hiicreli ve kisa ortii tiiylii

c- Epiderma hucrelerinde basit billur ve idioblasta rastlanmistir.

d- Basit billurlar sklerenkima demetlerinde basit billur dizilerine rastlanmaktadir.

Sekil 3.7. L. armenus "a ait stoma hiicreleri

Sekil 3.8. L. armenus’a ait kutikula Sekil 3.9. L. armenus’a ait epiderma
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Sekil 3.10. L. armenusa ait sklerenkima

3.2.3. L.cilicicus

a- Sklerenkima demetlerinde basit billurlar dizileri g6zlenmektedir.

b- Stoma hiicreleri anisositik tipte olup; stoma komsu hiicreleri diiz yapiya sahiptir.

c- Epiderma hucreleri ve sklerenkima demetlerinde basit billurlar bulunmaktadir.
d- Polenler trikolpat

e- Orti tilyleri kisa, tek hiicreli ve nadir olarak bulunmaktadir.

Sekil 3.11. L. cilicicus a ait sklerenkima Sekil 3.12. L. cilicicus ‘a ait stoma hiicreler
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Sekil 3.14. L. cilicicus ‘a ait polen

Sekil 3.15. L. cilicicus a ait ort tlyu

3.2.4. L. laxiflorus subsp. laxiflorus

a- Stoma hiicreleri anomositik tipte olup; stoma komsu hiicre sayisi 3-4 arasinda

degismekte ve dalgali yapiya sahiptir.
b- Kaliks epidermasina rastlanmaktadir.

c- Sklerenkima demetlerinde basit billurlar dizilerine rastlanilmaktadir.
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Sekil 3.16. L. laxiflorus’a ait stoma hucreleri Sekil 3.17. L. laxiflorus 'a ait kaliks epidermst

Sekil 3.18. L. laxiflorus’a ait sklerenkima hucreleri

3.2.5. L. pratensis

Iki tip stoma hiicresi bulunmaktadur:
al- Anisositik stoma hiicreler, stoma komsu hiicreleri diizdir.
a2- Parasitik stoma hiicreleri, stoma kosu hiicreleri dalgalidir.
b- Polenler monokolpattir.

c-Basit billurlar sklerenkima etrafinda dizi halindedir.
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Sekil 3.21

. L. pratensis’a ait sklerenkima
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3.3. Fitokimyasal Calismalar

3.3.1. Lathyrus Ekstrelerinin Bulgular:

Lathyrus tdrlerinin toprak dstii kismimi degerlendirmek igin, metanol ile

hazirlanan ekstrelerin miktarlar1 ve yuzdesi (kuru bitki 4 / ekstre g) verimleri Cizelge

3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Lathyrus tiirlerinden elde edilen ekstrelerin % verimleri

Tarler MeOH n-Hekzan CHCl,4 EtOAC Su
L. aureus %45.655 %58.2585 %1.5911 %0.8770 %32.45
L. armenus %18.205 %30.248 %1.209 %0.321 %47.35
L. cilicicus %20.726 %20.45 %2.557 %5.6414 %64.21
L. laxiflorus %25.288 %37.8761 %1.491 %0.502 %55.97
L. pratensis %24.200 %33.9951 %1.612 9%0.3971 %65.46

3.3.2. Metanol Ekstresinin Fraksiyonlandirilmasi

Lathyrus armenus bitkisinin toprak sti kismindan (800 g) metanol ile ekstre

elde edildi. Metanolli ekstreden elde edilen n-hekzan, kloroform, etilasetat ve sulu

fraksiyonlarin miktarlar1 Cizelge 3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.3. L.armenus tiiriinden elde edilen fraksiyonlarin miktari

MeOH

n-Hekzan

CHCI,

EtOAC

Su

‘ L. armenus

156.185 g

47238 ¢

1440 g

5810g

97129 g
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3.3.3. Kolon Kromatografisi Bulgulari

3.3.3.1. Etil Asetath Fraksiyonun Kolon Kromatografisi

L. armenus toprak Usti kisimlarindan hazirlanan metanollii ekstreden elde
edilen etil asetatli fraksiyonunun kolon kromatografisinde elde edilen fraksiyonlar ve

elisyon icin kullanilan ¢oziilerin oranlart Sekil 3,32’de verildi.

Etil Asetath Fraksiyon (5g)

Kolon Kromatografi
A\ 4
EtOAC-MeOH-H,O EtOAC-MeOH MeOH
100-13.5-10 50-50 100
Fr. 1-32 Fr.33-47 Fr. 48-60
Fr.7

| ITK: MeOH-Su (5-5)

l ]

1. bant 2. bant 3. bant

|

L 1(12mg)

Sekil 3.22. L.armenus toprak iistii etil asetatl fraksiyonundan elde edilen bilesigin semasi
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Etil asetat-metanol-su (100-13.5-10) cozlcu sistemiyle 32 fraksiyon elde
edildi; 7. fraksiyondan yapilan ITK ¢alismalar1 ile bu fraksiyonun birden fazla bilesik
icerdigi belirlendi. L1 bilesigi preparatif ince tabaka kromatografisi ile elde edildi.
Adsorban olarak silika jel 60 RP-18 ters fazli hazir plaklar (Merck) ve ¢0ziicu sistemi
olarak da MeOH-H,0 (7-3) solvan sitemi kullanildi. 3 bant halinde ayrildi. L1
bilesigini tasimakta olan bant vanilin-H,SO, reaktifi ile belirlendikten sonra

kazinarak elde edildi. Daha sonra kloroform kullanilarak temizleme islemi yapildi.

3.3.3.2. Sulu Fraksiyonun Kolon Kromatografisi

L. armenus toprak 0sti kisimlarindan hazirlanan metanollii ekstreden elde
edilen sulu fraksiyonunun kolon kromatografi sonunda elde edilen fraksiyonlar ve

elisyon icin kullanilan ¢oziilerin oranlar1 Sekil 3.23 *de verildi.
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Sulu Fraksiyon (50 g)

Kolon Kromatografi
A4
EtOAC-MeOH-H,0 EtOAC-MeOH MeOH- CHCL - H,O
100-13.5-10 50-50 (45-55-5) =Fr. 133-150
(70-20-5) = Fr. 151-200
(85-20-5) = Fr. 201-239
(100-20-5) =Fr. 240-250
Fr.1-98 Fr.99-132
| Preparatif YBSK
1. bant 2. bant 3. bant 4. bant 5. bant 6. bant
LM 2 LM 4 LM 5 LM 6
(6 mg) (10 mg) (12 mg) (13,5 mg)

Sekil 3.23. L. armenus toprak {istii sulu fraksiyonundan elde edilen bilesiklerin semast

EtOAC-MeOH-H,0 (100-13.5-10) c¢ozlicu sistemiyle 98 fraksiyon elde edildi;

yapilan ITK galigmalari ile benzer fraksiyonlar birlesti ve tekrar ITK yapildi. 50-64.

fraksiyondan ITK calismalari ile birden fazla bilesik bulundugu belirlendi. LM 2,

LM 4, LM 5, LM 6 bilesikleri preparatif yuksek basingli sivi kromatografisi ile elde
edildi. Kolon olarak ACE 10, C18 2510 mm ve ¢Oziicl sistemi olarak ACN-H,0

kullanildi ve 6. pik elde edildi. Coziicti sistemi Cizelge 2,3’de verilmistir. Kolon

sicaklig1 40 °c ayrimlar yapildi.
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3.4. Yapi Tayini Bulgular

3.4.1. L1 Bilesiginin Yap1 Tayini

L.armenus

-

Metanolli Ekstre

-

Etil asetath Fraksiyon

Kolon Kromatografisi
EtOAC-MeOH-H,0
(100-13.5-10)

(—

7. Fraksiyon

(—

Preparatif ITK
MeOH-H,0
(7-3)

Sekil 3.24. L1 bilesiginin izolasyon semast
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Kemferol-3-O-a-L-[#-p-glukopiranozil(1—2) ramnopiranozit

3 (@]
2|/\(4/ H
8 5
HO @] J\./
j7 AN 2 6= CH,
! |
\5/ 4 . OH
[l OH oH
OH O 0

OH
O OH

HO

Molekiil Agirhg: 595.32 [M+H]"

Molekil Formuli: Cy7Hz001s

Ozelligi: Sar1 amorf toz

EI-MS: DMSO-d6 (solvan), 400 MHz (Sekil 3.25)
'H-NMR: DMSO-d6 (solvan), 400 MHz (Sekil 3.26)
BC-NMR: DMSO-d6 (solvan), 400 MHz (Sekil 3.27)
COSY: DMSO-d6 (solvan), 400 MHz (Sekil 3.28)

HMBC: DMSO-d6 (solvan), 400 MHz (Sekil 3.29)
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Sekil 3.27. LI bilesigin *C-NMR spektrumu (Solvan: DMSO-d6, 400 MHz)
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Sekil 3.28. L1 bilesigin COSY spektrumu (Solvan: DMS0-d6, 400 MHz)
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Sekil 3.29. L1 bilesigin HMBC spektrumu (Solvan: DMSO-d6, 400 MHz)
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Cizelge 3.4. L1 bilesiginin 'H ve **C NMR bulgular1 (Solvan: DMSO-d6, 400 MHz)

OH(ppm) ~ J(Hz) Proton Karbon o (ppm)
Aglikon
- - C-2 156.87
- - C-3 134.38
- - C-4 177.55
- - C-5 161.15
6.20 (1H, d, J=2.0 Hz) H-6 C-6 98.69
- - C-7 164.35
6.37 (1H, d, J=2.0 Hz) H-8 C-8 93.66
- - C-9 156.39
- - C-10 103.90
- H-1' C-1 120.25
7.76 (2H, d, J=8.8 Hz) H-2' C-2' 130.48
6.94 (2H, d, J=8.8 Hz) H-3' C-3 115.30
- H-4' c-4 160.00
6.94 (2H, d, J=8.8 Hz) H-5' C-5' 115.30
7.76 (2H, d, J=8.8 Hz) H-6' C-6' 130.48
Ramnoz
5.71 (1H, d, J=1.6 Hz) H-1" c-1" 100.78
H-2" c-2" 81.13
H-3" Cc-3" 69.17
3.20-4.28 H-4" C-4" 71.56
H-5" C-5" 70.25
0.93 (3H, d, J=6.4 Hz) H-6" C-6" 17.27
Glukoz
4.41 (1H, d, J=7.6 Hz) H-1" c-1" 106.04
H-2" c-2" 73.75
H-3" c-3" 76.15
3.20-4.28 H-4" C-4" 70.05
H-5" C-5" 76.54
H-6" Cc-6" 60.37
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Elde edilen maddenin amorf sar1 renkli olmasi, ITK’da silikajel 60 Fasy4
plaklarinda giin 1s18inda sar1 ve UV 254 nm’de koyu mor ve UV 366 nm’de koyu
sar1 renk gozlenmesi L1 kodlu bilesigin bir flavonoit olabilecegi diisiindiirmiistiir. L1
bilesigin *H-NMR spektrumu (Sekil 3.26) incelendiginde & 6.20 (1H, d, J=2.0 Hz) ve
o 6.37 (1H, d,J=2.0 Hz) ppm’lerde goézlenen sinyaller birbirine gdére meta
pozisyonda yer alan iki protonu (H-6) ve (H-8) isaret etmektedir. & 7.76 (2H,
d, J=8.8 Hz) ve 6 6.94 (2H, d, J=8.8 Hz) ppm’lerde gozlenen sinyaller ise simetrik
disiibstitiie benzen halkasini isaret etmektedir. COSY spektrumu (Sekil 3.28)
incelendiginde bu iki protonun komsu oldugu gorilmistiir. Bu veriler kemferol tipi
flavonoit halkasmin varhgimni isaret etmektedir. **C-NMR spektrumunda (Sekil 3.27)
0 179.66 ppm’de gozlenen kuaterner karbon atomuna ait sinyal karbonil grubunun
varligini (C-4) isaret etmektedir ki, kemferol halkasmin varligi dogrulamaktadir. *H-
NMR spektrumunda 6 5.71 (1H, d, J= 1.6 Hz) ppm’de gozlenen dublet o
pozisyondan bagli, 6 4.41 (IH, d, J= 7.6 Hz) ppm’de goézlenen dublet ise S
konfigiirasyonunda bagli iki farkli oza ait anomerik protonu isaret etmektedir. ‘H-
NMR spektrumunda & 0.93 (J=6.4 Hz, 3H) ppm’de gozlenen dublet ve BC-NMR
spektrumunda & 17.27 ppm’de gozlenen karbon atomuna ait sinyal metil grubunun
varligint gostermektedir ve bu veriler ozlardan birinin ramnoz oldugunu isaret
etmektedir. "H-NMR ve *C-NMR spektrumlari incelendiginde ramnozun varlig,
diger ozun ise glukoz oldugu tespit edilmistir. HMBC (Sekil 3.29) spektrumuna
bakildiginda ramnoza ait 6 5.71 ppm’de (H-1"") gdzlenen dublet (1H, J= 1.6 Hz) ile &
134.38 ppm’de (C-3) gozlenen karbon atomu sinyali arasindaki etkilesim ramnozun
halkaya C-3 bagl oldugunu ve konumundan baglandigini gdstermektedir. HMBC
spektrumu ramnoz anomerik proton atomuna ait sinyalin ayrica 6 69.17 (C-37), &
70.25 (C-57) ve 6 81.13 (C-27") ppm’deki karbon atomu sinyalleri ile etkilesmekte
oldugunu, & 0.93 (J=6.4 Hz, 3H) ppm’de gbzlenen ramnoz metiline ait sinyalin ise
d 70.25 (C-57)ve &6 71.56 (C-4"") karbon atomu sinyalleri ile -etkilestigini
gostermektedir. 6 4.41 (1H, d, J= 7.6 Hz) (H-1"") ppm’deki glukoz anomerik
protonuna ait sinyalin HMBC spektrumunda ise 8 81.13 ppm’deki (C-2"") karbon
atomu ile etkilesmesi glukozun ramnoza C-2 konumundan baglandigini isaret
etmektedir. Kiitle spektrumu incelendiginde gozlenen 287.14 [M+H]" iyon piki
bilesigin kemferol aglikonu tasidig1; 595.65 [M+H]" iyon piki kemferol + ramnoz +
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glukoz varligin1 dogrulamaktadir. Tiim bu veriler L1 kodlu bilesigin kemferol -3-O-
a-L-[f-p-glukopiranozil(1—2) ramnopiranozit oldugunu ortaya koymaktadir. Bu
bilesik ozlarin baglanma sirasi nedeniyle az rastlanan bir sekonder metabolittir.
Literatiir verilerine gére ayni1 bilesigin daha 6nce Ginkgo biloba ve Hymenophyllum
crispatum bitkilerinden de izole edildigini rapor edilmistir. Elde edilen bulgular
literatiir verileri ile kiyaslanmis ve L1 kodlu bilesigin yapisi dogrulanmistir

(Markham ve ark., 1992; Mishra ve ark., 2009).

3.4.2. LM2, LM4, LM5, LM6 Bilesiklerin Yap1 Tayini

L.armenus

-

Metanolli

-

Sulu Fraksiyon

Kolon Kromatografisi
EtOAC:MeOH:H,0
(100:13.5:10)

(—

50-64. Fraksiyon

Preparatif YBSK

(T

LM2, LM4, LM5, LM6

Sekil 3.30. LM2, LM4, LMS5, LM6 Bilesiklerin izolasyon Semast
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Kemferol-3-O-a-L-ramnopiranozil-(1—3)-a-L-ramnopiranozil--(1—6)-f-o-

galaktopiranozit (Kemferol-3-O-ramninozit)

Molekiil Agirhg: 741.13 [M+H]"

Molekil Formuli : CazHagO19

Ozelligi: Sar1 amorf toz

E1-MS: CD50D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.31)
'H-NMR: CD;0D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.32)
3C-NMR: CD;0D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.33)
TOCSY: CD;0D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.34)
COSY: CD;0D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.35)
HSQC: CD30D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.36)

HMBC: CD;0D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.37)
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Sekil 3.31. LM 2 bilesigin EI MS spektrumu (Solvan: CD;0D)
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Sekil 3.32. LM 2 bilesigin *H-NMR spektrumu (Solvan: CD;0D, 400 MHz)
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Sekil 3.36 . LM 2 bilesigin HSQC spektrumu (Solvan
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Cizelge 3.5. LM-2 bilesiginin *H ve *C NMR bulgular1 (Solvan: CD;0D, 400 MHz)

6H(ppm) ~ J(Hz) Proton Karbon 6 (ppm)
Aglikon
- - C-2 158.59
- - C-3 135.86
- - C-4 179.66
- - C-5 163.06
6.21 (1H, d, J=2.0 Hz) H-6 C-6 100.07
- - C-7 166.12
6.40 (1H, d, J=2.0 Hz) H-8 C-8 94.99
- - C-9 159.45
- - C-10 105.74
- H-1' C-1 122.65
8.09 (2H, d, J=8.8 Hz) H-2' c-2' 132.54
6.88 (2H, d, J=8.8 Hz) H-3' C-3 116.18
- H-4' c-4 161.69
6.88 (2H, d, J=8.8 Hz) H-5' C-5' 116.18
8.09 (2H, d, J=8.8 Hz) H-6' C-6' 132.54
Galaktoz
5.03 (1H, d, J=7.6 Hz) H-1" Cc-1" 105.67
3.75(1H, m) H-2" c-2" 73.05
3.54 (1H, m) H-3" C-3" 75.12
3.81(1H, m) H-4" Cc-4" 70.24
3.64 (1H, brs) H-5" C-5" 75.35
3.42,3.74 (1H, m) H-6" C-6" 67.53
Ramnoz 1
4.50 (1H, d, J=1.2 Hz) H-1" c-1" 101.93
3.68 (1H, m) H-2" c-2" 71.94
3.59 (1H, m) H-3" c-3" 79.62
3.4 (1H, m) H-4" c-4™ 73.22
3.69, 3.54 (1H, m) H-5" Cc-5" 70.03
1.18 (3H, d, J= 5.6 Hz) H-6" c-6" 17.99
Ramnoz 2
4.92 (1H, d, J=2.0 Hz) H-1"" c-1" 104.02
3.92 (1H, m) H-2"" c-2™ 72.17
3.71 (1H, m) H-3"" c-3™ 72.23
3.32 (1H, m) H-4"" Cc-4™ 74.11
3.69, 3.54 (1H, m) H-5"" C-5" 70.03
1.14 (3H, d, J=6.0 Hz) H-6"" c-6" 18.02




Elde edilen maddenin amorf sar1 renkli olmas1, ITK da silikajel 60 F,s4 plaklarinda
giin 15181inda sar1 ve UV 254 nm’de koyu mor ve UV 366 nm’de koyu sar1 renk
g6zlenmesi LM2 kodlu bilesigin bir flavonoit olabilecegi diistintilmiistiir. LM2 kodlu
bilesigin *H-NMR spektrumu (Sekil 3.32) incelendiginde 6 6.21 (1H, d, J=2.0 Hz) ve
6 6.40 (1H, d, J=2.0 Hz) ppm’lerde (H-6) ve (H-8) g0zlenen sinyaller birbirine gore
meta pozisyonda yer alan iki protonu isaret etmektedir. & 8.09 (2H, d, J=8.8 Hz) ve &
6.88 (2H, d, J=8.8 Hz) ppm’lerde g6zlenen sinyaller ise simetrik distbstitie benzen
halkasini isaret etmektedir. COSY spektrumu (Sekil 3.35) incelendiginde bu iki
protonun komsu oldugu goriilmektedir. *C-NMR spektrumunda (Sekil 3.33) &
179.66 ppm’de gozlenen kuaterner karbon atomuna ait sinyal karbonil grubunun
varligim (C-4) isaret etmektedir ki bu veriler kemferol tipi flavonoit halkasinin
varligini isaret etmektedir. 'H-NMR spektrumunda & 5.03 (1H, d, J= 7.6 Hz) ppm’de
g6zlenen dublet g konfigurasyonunda, 6 4.93 (1H, d, J= 2.0 Hz) ve 6 4.50 (1H, d, J=
1.2 Hz) ppm’lerde gozlenen dubletler ize a konfigurasyonunda iki farkli oza ait
anomerik protonlarini isaret etmektedir. *H-NMR spektrumunda & 1.14 (J=6.0 Hz,
3H) ve & 1.18 (J=5.6 Hz, 3H) ppm’lerde goézlenen iki dublet ve BC-NMR
spektrumunda & 17.99 ppm’de ve & 18.02 ppm’de gozlenen karbon atomuna ait
sinyaller iki metil grubunun varligmi gostermektedir. Bu veriler ozlardan iki
tanesinin ramnoz oldugunu isaret etmektedir. Kiitle spektrumu incelendiginde
gozlenen 287.14 [M+H]" iyon piki bilesigin kemferol aglikonu tasidigini
dogrularken, 449.53 [M+H]" iyon piki kemferol + hekzoz; 595.65 [M+H]" iyon piki
kemferol + hektoz + ramnoz ve 741.13 [M+H]" molekiiler iyon piki ise kemferol +
hektoz + ramnoz + ramnoz varligin1 gostermektedir. Kiitle spektrumunda godzlenen
hekzoz literatiir verileri (Ozipek ve ark., 1994) ile karsilastirildiginda galaktoz
oldugu distniilmistir. Oz zincirinin  halkaya baglanma noktasi HMBC
spektrumunda (Sekil 3.37) & 5.03 ppm’de gézlenen dublet (1H, J= 7.6 Hz) ile &
135.86 ppm’de (C-3) gozlenen karbon atomu sinyali arasindaki etkilesimden
belirlenmigtir. Oz zincirinin baglanma siralar1 kiitle spektrumu verileri yaninda
HMBC spektrumunun incelenmesiyle, iki ramnoz (Gnitesinin biribirlerine ve
galaktoza baglanma noktalar1 ise HMBC, COSY ve TOCSY spektrumlarinin
incelenmesiyle tespit edilmistir. & 4.50 (1H, d, J= 1.2 Hz) (H-1""") ppm’deki
anomerik protona ait sinyalin HMBC spektrumunda & 67.53 (C-6"") ppm’deki
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karbon atomu ile etkilesmesi ilk ramnoz galaktoza C-6"" konumundan baglandigini
isaret etmektedir. HMBC spektrumunda & 4.50 (1H, d, J= 1.2 Hz) (H-1""") ve 6 4.93
(1H, d, J= 2.0 Hz) (H-1"""") ppm’lerde gbzlenen proton sinyalleri 6 79.62 (C-3""") ve
6 70.03 (C-57/ C-5""") karbon atomu sinyalleri ile etkilesmesi ve & 1.14 (J=6.0 Hz,
3H) ve 8 1.18 (J=5.6 Hz, 3H) proton sinyalleri ise sirasiyla 6 70.03 (C-5""/ C-57"")
ve 8 74.11 (C-4""") ile 6 70.03 (C-5"""/ C-5""") ve & 73.23 (C-4"""") karbon atomu
sinyalleri ile etkilesmesi terminal ramnoz Unitesinin ilk ramnoz halkasmna C-3
konumundan baglandigin1 ortaya ¢ikarmaktadir. Bu veriler COSY ve TOCSY
spektrumlari ile ayrica literatiir bulgulari ile dogrulanmistir. Oz zincirine ait veriler
literatlir verileri ile de kiyaslanmustir (Ozipek ve ark., 1994). Tiim bulgulara
dayanarak LM2 kodlu bilesik kemferol-3-O-a-L-ramnopiranozil-(1—3)-a-L-

ramnopiranozil-(1—6)-p-p-galaktopiranozit olarak tespit edilmistir
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7-metoksi-kersetol-3-O-a-L-ramnopiranozil-(1—3)-a-L-ramnopiranozil-(1—6)-

B-p-galaktopiranozit (Ramnetin ramninozit)

7‘)\(OH OH OH
8 5 o) OH
H,CO O J\ 1 N\
| HO HO
NN o on

0 OH
OH O o CH,

Molekiil Agirhgr: 770.71 [M+H]"
Molekil Formuli: C34H42020

Ozelligi: Sar1 amorf toz

E1-MS: CD50D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.38)
'H-NMR: CD;0D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.39)
3C-NMR: CD;0D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.40)
COSY: CD;0D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.41)
TOCSY: CD;0D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.42)
HMBC: CDs0D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.43)

HSQC: CD3;0D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.44)
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Cizelge 3.6. LM-4 bilesiginin "H ve **C NMR bulgular1 (Solvan: CD;0D, 400 MHz)

OH(ppm) ~ J(Hz) Proton Karbon d(ppm)
Aglikon
- - C-2 159.44
- - C-3 136.29
- - C-4 179.77
- - C-5 162.86
6.33 (1H, d, J=2.0 Hz) H-6 C-6 99.37
- - C-7 167.66
6.58 (1H, d, J=2.0 Hz) H-8 C-8 93.46
- - C-9 158.53
- - C-10 106.62
- H-1' c-1 122.85
7.91 (1H, d, J=2.0 Hz) H-2' c-2' 118.28
- H-3' Cc-3 145.96
- H-4' c-4 150.35
6.87 (1H, d, J=8.4 Hz) H-5' C-5' 116.35
7.62 (1H, dd, J=8.0, 2.0 Hz) H-6' Cc-6' 123.29
3.88,s 7-OCHj; 7-OCHj3 56.74
Galaktoz
5.09 (1H, d, J=8.0 Hz) H-1" c-1" 106.13
3.41,3.83 (1H, m) H-2" c-2" 73.36
3.58 (1H, m) H-3" c-3" 75.25
3.81(1H, m) H-4" c-4" 70.44
3.68 (1H, m) H-5" Cc-5" 75.46
3.42;3.74 (1H, m) H-6" c-6" 67.66
Ramnoz 1
4.50 (1H, d, J=1.6 Hz) H-1" c-1 102.10
3.66 (1H, m) H-2" c-2" 72.05
3.58 (1H, m) H-3" c-3" 79.70
3.41,3.83 (1H, m) H-4" c-4" 73.36
3.55, 3.66 (1H, m) H-5" c-5" 70.18
1.18 (3H, d, J= 6.4 Hz) H-6" c-6" 18.14
Ramnoz 2
4.91 (1H, d, J=1.6 Hz) H-1" c-1m 104.14
3.92 (1H, m) H-2"" c-2m 72.30
3.72(1H, m) H-3"" c-3™ 72.36
3.32(1H, m) H-4" c-4™ 74.24
3.55, 3.66 (1H, m) H-5"" c-5™ 70.18
1.12 (3H, d, J= 6.4 Hz) H-6"" c-6™ 18.18




Elde edilen maddenin amorf sart renkli olmasi, ITK’da silikajel 60 Fasq
plaklarinda giin 15181nda sar1 ve UV 254 nm’de koyu mor ve UV 366 nm’de koyu
sar1 renk gbézlenmesi LM4 kodlu bilesigin bir flavonoit olabilecegi diisliniilmiistir.
LM4 kodlu bilesigin *H-NMR spektrumunda (Sekil 3.39) 6.33 (1H, d, J=2.0 Hz) ve
6.58 (1H, d,J=2.0 Hz) ppm’lerde gozlenen sinyaller sirasiyla H-6 ve H-8
konumlarimi; 7.91 (1H, d, J=2.0 Hz), 6.87 (1H, d, J=8.4 Hz) ve 7.62 (1H, dd, J=8.0,
2.0 Hz) ppm’lerde goézlenen sinyaller ise sirayla H-2', H-5" ve H-6' konumlarini
isaret etmektedir. **C-NMR spektrumunda (Sekil 3.40) & 179.77 ppm’de gdzlenen
kuaterner karbon atomuna ait sinyal karbonil grubunun varligmi (C-4) isaret
etmektedir. Bu veriler LM4 kodlu bilesigin kersetol tiirevi oldugunu ortaya
koymaktadir. BC-NMR spektrumunda gbzlenen & 56.74 ppm’de goriilen karbon
atomuna ait sinyal ve *H-NMR spektrumunda gézlenen 3.88 (3H, s) ppm’deki singlet
bir metoksil grubunun varligini isaret etmektedir. HMBC spektrumu incelendiginde
3.88 (3H, s) ppm’de gozlenen singletin 6 167.66 ppm’de gozlenen C atomu sinyali
ile etkilesimi metoksil grubunun C-7 konumundan baglandigin1 gdstermektedir. Bu
bilgiler 7 metoksi kersetol halkasin1 (ramnetin) isaret etmektedir. 'H-NMR
spektrumunda anomerik protona ait olan 6 5.09 (J= 8 Hz, 1H); 4.91 (J= 1.6 Hz, 1H)
ve 4.50 (J= 1.6 Hz, 1H) ppm’lerde gdzlenen dubletler ile **C NMR spektrumunda &
102.10, 6 104.14 ve & 106.13 ppm’lerde gozlenen karbon atomlarina ait sinyaller ii¢
farkli ozun varhgm diisiindiirmektedir. 'H-NMR ve **C-NMR verilerine
bakildiginda & 1.12 (J=6.4 Hz, 3H) ve 6 1.18 (J=6.4 Hz, 3H) ppm’lerde gézlenen iki
dublet ve *C-NMR spektrumunda & 18.14 ppm’de ve & 18.18 ppm’de gdzlenen
karbon atomuna ait sinyaller iki metil grubunun varligini gostermektedir ve bu
veriler ozlardan iki tanesinin ramnoz oldugunu isaret etmektedir. HMBC
spektrumunun incelenmesiyle & 5.09 ppm’de gozlenen dublet (1H, J= 8 Hz) proton
sinyali ile 6 136.29 ppm’de (C-3) gozlenen karbon atomu sinyali arasindaki etkilesim
oz zincirin halkaya C-3 konumundan bagli oldugunu gostermektedir. Oz zincirlerinin
baglanma siralart kiitle spektrumu verileri yaninda HMBC, COSY ve TOCSY
spektrumlarmin incelenmesiyle, iki ramnoz Unitesinin biribirlerine ve hekzoza
baglanma noktalar1 tespit edilmistir. Oz zincirine ait *H-NMR ve **C-NMR verileri
LM2 bilesigin verileri ile karsilastirdifimizda ayni oldugu goriilmiistiir, bu veriler

literatlirdeki bulgularla da dogrulanmistir (Ozipek ve ark,. 1994). § 4.50 (1H, d, J=
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1.6 Hz) ppm’deki anomerik protona ait sinyalin HMBC spektrumu incelendiginde
67.66 ppm’deki karbon atomu ile etkilesmesi ramnozun galaktoza C-6"’
konumundan baglandigini isaret etmektedir. HMBC spektrumunda 6 4.50 (1H, d, J=
1.6 Hz) ve 6 4.91 (1H, d, J= 1.6 Hz) ppm’lerde gozlenen proton sinyalleri 6 79.70 ve
0 70.18 karbon atomu sinyalleri ile etkilesmektedir. 6 1.12 (J=6.4 Hz, 3H) ve 6 1.18
(J=6.4 Hz, 3H) proton sinyalleri ise sirasiyla & 70.18 ve 6 74.24 ile & 70.18 ve &
73.36 ppm’lerdeki karbon atomu sinyalleri ile etkilesmektedir. Bu veriler ile COSY
ve TOCSY spektrumlari da incelendiginde terminal ramnoz (nitesinin ilk ramnoz
halkasina LM2 bilesiginde oldugu gibi C-3 konumundan baglandig tespit edilmistir.
Oz zincirine ait 'H-NMR ve ™C-NMR verileri LM2 bilesigin verileri ile
karsilastirdigimizda ayni oldugu goriilmiistiir, bu veriler literatlirdeki bulgularla da
dogrulanmistir Kiitle spektrumu incelendiginde gézlenen 317.37 [M+H]" iyon piki
bilesigin 7 metoksi kersetol (ramnetin) aglikonu tasidigini,  625.36 [M+H]" iyon
piki 7 metoksi kersetol + galaktoz + ramnoz ve 770.71 [M+H]" molekiler iyon piki
ise 7 metoksi kersetol + galaktoz + ramnoz + ramnoz varligini dogrulamaktadir. Tim
bu veriler 1s18inda LM4 kodlu bilesik 7 metoksi-kersetol-3-O-a-L-ramnopiranozil-
(1—-3)-a-L-ramnopiranozil-(1—6)-p-p-galaktopiranozit (ramnetin ramninozit;
xanthorhamnin B) olarak tespit edilmistir. Bulgular literatiir verileri ile

dogrulanmistir (Agrawal, 1989; Ozipek ve ark., 1994).
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7-metoksi-kemferol-3-O-a-L-ramnopiranozil-(1—3)-a-L-ramnopiranozil-(1—6)-

B-p-galaktopiranozit (Ramnositrin ramninozit)

H5;CO
3
2 OH OH

O

\ o OH /o OH
i N
CH,

OH
| o OH
H3CO ﬁ7 AN o 2 6'// CH3
52 ]\

Molekiil Agirhg : 755.35 [M+H]"
Molekil Formuliu : C34H42020

Ozelligi: Sar1 amorf toz

E1-MS: CD50D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.45)
'H-NMR: CD;0D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.46)
3C-NMR: CD;0D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.47)
COSY: CD;0D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.48)
HSQC: CD30D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.49)
HMBC: CDs0D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.50)

TOCSY: CD30D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.51)
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Cizelge 3.7. LMS5 bilesiginin *H ve **C- NMR bulgular (Solvan: CD;0D, 400 MHZ)

OH(ppm) ~ J(Hz) Proton Karbon o (ppm)
Aglikon
- - C-2 159.73
- - C-3 135.99
- - C-4 179.74
- - C-5 162.74
6.32 (1H, d, J=2.4 Hz) H-6 C-6 99.26
- - C-7 167.46
6.56 (1H, d, J=2.4 Hz) H-8 C-8 93.35
- - C-9 158.46
- - C-10 106.53
- H-1' Cc-1 122.56
8.11 (1H, dd, J=8.8 Hz) H-2' c-2' 116.20
6.88 (1H, d, J=8.8 Hz) H-3' C-3 132.61
- H-4' c-4 161.77
8.11 (1H, dd, J=8.8 Hz) H-5' C-5' 116.20
6.88 (1H, d, J=8.8 Hz) H-6' C-6' 132.61
3.87,s 7-OCH; 7-OCH; 56.59
Galaktoz
5.06 (1H, d, J=8.0 Hz) H-1" c-1" 105.53
3.79 (1H, m) H-2" c-2" 73.047
3.54 (1H, m) H-3" c-3" 75.07
3.81 (1H, m) H-4" c-4" 70.24
3.69 (1H, m) H-5" C-5" 75.39
3.41,3.72 (1H, m) H-6" C-6" 67.60
Ramnoz 1
4.50 (1H, d, J=1.6 Hz) H-1" c-1" 101.96
3.68 (1H, m) H-2" c-2" 71.93
3.58 (1H, m) H-3™ c-3" 79.60
3.41 (1H, m) H-4" Cc-4" 73.19
3.54, 3.69 (1H, m) H-5" c-5" 70.03
1.17 (3H, d, J= 6.0 Hz) H-6" c-6" 17.99
Ramnoz 2
4.89 (1H, brs) H-1"" c-1m" 104.00
3.92 (1H, m) H-2"" c-2" 72.15
3.72 (1H, m) H-3"" c-3™ 72.22
3.37 (1H, m) H-4"" Cc-4™ 74.09
3.54,3.69 (1H, m) H-5"" c-5" 70.03
1.12 (3H, d, J=6.4 Hz) H-6"" c-6" 18.03
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Elde edilen maddenin amorf sart renkli olmasi, ITK’da silikajel 60 Fasq
plaklarinda giin 15181nda sar1 ve UV 254 nm’de koyu mor ve UV 366 nm’de koyu
sar1 renk gézlenmesi LM5 kodlu bilesigin bir flavonoit olabilecegi diisliniilmiistiir.
LMS5 kodlu bilesigin 'H-NMR spektrumu (Sekil 3.46) incelendiginde 6 6.21 (1H, d,
J=2.0 Hz) ve 6 6.40 (1H, d, J=2.0 Hz) ppm’lerde (H-6) ve (H-8) gbzlenen sinyaller
birbirine goére meta pozisyonda yer alan iki protonu isaret etmektedir. & 8.09 (2H, d,
J=8.8 Hz) ve 6 6.88 (2H, d, J=8.8 Hz) ppm’lerde goézlenen sinyaller ise simetrik
distibstitiie benzen halkasini isaret etmektedir. **C-NMR spektrumunda (Sekil 3.47)
0 179.66 ppm’de gozlenen kuaterner karbon atomuna ait sinyal karbonil grubunun
varligimi (C-4) isaret etmektedir ki bu veriler kemferol tipi flavonoit halkasinin
varligim isaret etmektedir. BC-NMR  spektrumunda gozlenen 6 56.59 karbon
atomuna ait sinyal ve *H-NMR spektrumunda gézlenen 3.87 (3H, s) ppm’deki singlet
goze ¢arpmaktadir. Bu veriler aromatik halkaya bagli bir metoksil grubunun varligini
isaret etmektedir. HMBC spektrumu incelendiginde 3.87 (3H, s) ppm’de gozlenen
singletin 6 167.46 ppm’de gozlenen C atomu sinyali ile etkilesimi metoksil
grubunun C-7 konumundan baglandigimi géstermektedir. Bu bilgiler 7 metoksi
kemferol halkasini (ramnositrin) isaret etmektedir. Veriler literatiir verileri ile de
kiyaslanmistir (Harput ve ark., 2004). *H-NMR spektrumunda & 5.06 (1H, d, J=8.0
Hz), 6 4.50 (H-17"), 4.89 (H-1"""")’da goriilen anomerik protonlara ait sinyaller ile
BC-NMR spektrumunda 6 105.53, & 101.96 ve 8 104.00 ppm’lerde goriilen anomerik
karbon atomlarina ait sinyaller ii¢ farkli oz varligini isaret etmektedir. Oz zincirine
ait 'H-NMR, '*C-NMR, HMBC, HSQC, COSY ve TOCSY spektrumlari da
incelendiginde LM2 ve LM4 bilesikleri ile oz zincirinin benzerlik gosterdigi
goriilmiistiir. Kiitle spektrumu incelendiginde 301.24 [M+H]" iyon piki 7 metoksi
kemferol halkasimin varligmi dogrularken, 463.48 [M+H]" iyon piki 7 metoksi
kemferol + hekzoz; 755.35 [M+H]" molekiler iyon piki ise 7-metoksi kemferol +
galaktoz + ramnoz + ramnoz varligini dogrulamaktadir. LM5 bilesiginin yapisi 7-
metoksi-kemferol--3-O-a-L-ramnopiranozil-(1—3)-a-L-ramnopiranozil-(1—6)-
p-p-galaktopiranozit (ramnositrin ramninozit) olarak tespit edilmistir. TUm

veriler literatiir bulgulri ile dogrulanmustir (Ozipek ve ark., 1994).
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3',7-dimetoksi-kersetol-3-O-a-L-ramnopiranozil-(1—3)-a-L-ramnopiranozil-

(1—6)-p-p-galaktopiranozit (Ramnazin ramninozit)

HzCO
N
OH OH

7)\( OH

8 5 e} OH

H3CO 0 J\ > N
\5/ TS on

O OH

OH O © CH,
OH

Molekiil Agirhg  : 785.40 [M+H]"
MolekUl Formala : CzsHa4020
Ozelligi: Sar1 amorf toz

EI1-MS: CDsOD (solvan), 400 MHz (Sekil 3.52)
'"H-NMR: CD30D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.53)
B¥3C-NMR: CD;0D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.54)
TOCSY: CD30D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.55)
COSY: CD30D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.56)

HMBC: CDs0D (solvan), 400 MHz (Sekil 3.57)
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Sekil 3.52. LM 6 bilesigin **C-NMR spektrumu (Solvan: CD;0D)
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Sekil 3.53. LM 6 bilesigin "H-NMR spektrumu (Solvan: CD;0OD, 400 MHz)
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Sekil 3.54. LM 6 bilesigin “*C-NMR spektrumu (Solvan: CD;0D, 400 MHz)
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Sekil 3.57. LM 6 bilesigin HMBC spektrumu (Solvan
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Cizelge 3.8. LM 6 bilesiginin *H ve **C NMR bulgular: (Solvan: CD;0D, 400 MHz)

OH(ppm) ~ J(Hz) Proton Karbon o (ppm)
Aglikon
- - C-2 159.21
- - C-3 135.72
- - C-4 179.63
- - C-5 162.79
6.33 (1H, d, J=2.4 Hz) H-6 C-6 99.24
- - C-7 167.66
6.59 (1H, d, J=2.0 Hz) H-8 C-8 93.30
- - C-9 158.43
- - C-10 106.61
- H-1' C-1 122.89
8.05 (1H, d, J=2.0 Hz) H-2' c-2' 114.72
- H-3' Cc-3 148.47
- H-4' c-4 151.05
6.90 (1H, d, J=8.8 Hz) H-5' C-5 116.06
7.63 (1H, dd, J=8.4, 2.0 Hz) H-6' C-6' 123.90
3.90, s 7-OCH; 7-OCH; 56.58
3.96, s 3’- OCH3; 3’- OCHs 57.03
Galaktoz
5.26 (1H, d, J=7.6 Hz) H-1" c-1" 104.84
H-2" c-2" 73.16
H-3" Cc-3" 75.05
3.41-3.92 H-4" Cc-4" 70.12
H-5" C-5" 75.51
H-6" C-6" 67.53
Ramnoz 1
4.50 (1H, d, J=1.2 Hz) H-1" c-1" 102.10
H-2" c-2" 71.93
H-3"™ c-3" 79.60
3.41-3.92 H-4" c-4" 73.16
H-5" C-5" 70.02
1.16 (3H, d, J= 6.0 Hz) H-6" C-6" 17.99
Ramnoz 2
4.9 (s, 1H) H-1"" c-1 104.14
H-2"" c-2" 72.15
H-3"" c-3™ 72.22
3.41-3.92 H-4"" c-4™ 74.06
H-5"" c-5™ 70.02
1.10(3H, d, J=6.4 Hz) H-6"" c-6" 17.99
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Elde edilen maddenin amorf sart renkli olmasi, ITK’da silikajel 60 Fasq
plaklarinda giin 15181nda sar1 ve UV 254 nm’de koyu mor ve UV 366 nm’de koyu
sar1 renk gbézlenmesi LM6 kodlu bilesigin bir flavonoit olabilecegi diisiiniilmiistiir.
LM-6 kodlu bilesigin *H-NMR spektrumunda (Sekil 3.53) 6.33 (1H, d, J=2.4 Hz) ve
6.59 (1H, d,J=2.0 Hz) ppm’lerde gozlenen sinyaller sirasiyla H-6 ve H-8
konumlarini; 8.05 (1H, d, J=2.0 Hz), 6.90 (1H, d, J=8.8 Hz) ve 7.63 (1H, dd, J=8.4,
2.0 Hz) ppm’lerde gozlenen sinyaller ise H-2', H-5' ve H-6' konumlarini isaret
etmektedir. 3C-NMR spektrumunda (Sekil 3.54) & 179.63 ppm’de gdzlenen
kuaterner karbon atomuna ait sinyal karbonil grubunun varligmi (C-4) isaret
etmektedir. Bu veriler LM6 kodlu bilesigin kersetol tiirevi oldugunu isaret
etmektedir. *C-NMR spektrumunda & 56.58 ve & 57.03 ppm’lerde goriilen karbon
atomlarina ait sinyaller ve 'H-NMR spektrumunda & 3.90 (3H, s) ve & 3.96 (3H, s)
ppm’de gozlenen singletler aromatik halkaya bagli metoksil gruplarinin varligini
isaret etmektedir. HMBC spektrumu incelendiginde 3.90 (3H, s) ppm’de gozlenen
singletin 6 167.44 ppm’de goézlenen C atomu sinyali ile 3.96 (3H, s) ppm’de
gozlenen singletin ise & 148.47 ppm’de gozlenen C atomu sinyali ile etkilesimi
metoksil gruplarinin = sirastyla  C-7  ve C-3' konumlarindan baglandigini
gostermektedir. Bu bilgiler 3',7 dimetoksi kersetol halkasini (ramnazin) isaret
etmektedir. 'H-NMR ve *C-NMR spektrumlart incelendiginde LM6 bilesiginin
LM2, LM4 ve LM5 bilesiklerinde oldugu gibi ii¢ oz; hekzoz, ramnoz, ramnoz tespit
edilmis ve ozlara ait anomerik proton atomlarinin sinyalleri 6 5.26 (J=7.6 Hz, 1H); 6
4.90 ve 6 4.50 (J= 1.2 Hz, 1H) ppm’lerde; anomerik karbon atomlarinin sinyalleri 6
101.94, & 104.14 ve & 104.84 ppm’lerde gozlenmistir. Oz zincine ait *H-NMR, **C-
NMR, HMBC, HSQC, COSY ve TOCSY spektrumlari inceldiginde LM2 bilesigin
verileri ile benzer oldugu gorllmiistiir, bu veriler literatiir verileri ile dogrulanmistir
(Ozipek ve ark., 1994). Kiitle spektrumu incelendiginde gozlenen 331.37 [M+H]"
iyon piki LM6 bilesiginin 3, 7 dimetoksi kersetol (ramnazin) aglikonu tasidigini,
785.40 [M+H]" molekiiler iyon piki ise 3', 7 dimetoksi kersetol + galaktoz + ramnoz
+ ramnoz varligint dogrulamaktadirTim bu veriler 1s18inda LM6 kodlu
bilesigin  yapist  3',7-dimetoksi-kersetol-3-O-a-L-ramnopiranozil-(1—3)-a-L-
ramnopiranozil-(1—6)-f-p-galaktopiranozit (ramnazin ramninozit) olarak tespit

edilmistir. Tiim veriler literatiir bulgular ile dogrulanmaktadir (Ozipek ve ark. 1994).

118



3.4.3. izole Edilen Bilesiklere Bagh Olan Ozlarin HMBC Etkilesimi

L. armenus toprak iistii kismindan izolasyon sonucunda bes bilesik elde edildi,
HMBC sonucglarma gore bu bilesikler 2 farkli oz zinciri; Ramninozit (o-L-
ramnopiranozil-(1—3)-a-L-ramnopiranozil-(1—6)-f-p-galaktopiranozit) ve f-p-

glukopiranozil(1—2) ramnopiranozit tagimaktadir.

|
(A) Ramninozit KE%A "

O
H o

CH,
HO

(B) p-p-glukopiranozil(1—2)

e}
HO
(e}
. . . O
ramnoplran02|t H OH
| o) OH
[ e} CH,
(e}

Aglikon

Sekil 3.58. izole edilen bilesiklerin HMBC etkilesimi

Cizelge 3.9. izole edilen bilesikler

Bilesik L1 LM2 LM4 LM5 LM6
R! H H OH H OCHj
R? OH OH OH OH OH
R H H CH; CH; CH;
R* B A A A A
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3.5. Fitokimyasal Calismalari

3.5.1. Toplam Fenolik I¢eriginin Belirlenmesi (Folin-Ciocalteu)

Calisma konusu olan Lathyrus tiirlerinin toprak istii kismindan elde edilen

metanoli ekstrelerin toplam fenolik icerikleri Cizelge 3.10°da verilmistir.

Cizelge 3.10. Toplam fenolik igerigi

Tarler MG galiik asit/MJ ekstre £ SH
L. armenus 150,63+8,48
L. aureus 452,19+6,88
L. cilicicus 179,69+4,93
L. laxiflorus subsp. laxiflorus 397,00+10,96
L. pratensis 390,94+7,39

3.5.2. Toplam Flavonoit i¢eriginin Belirlenmesi

Calisma konusu olan Lathyrus tirlerinin toprak istii kismindan elde edilen

metanoll ekstrelerin toplam flavonoit icerigi Cizelge 3.11°de verilmistir.

Cizelge 3.11. Lathyrus turlerinin toplam flavonoit igerigi

Turler MG kersetin/MJ ekstre = SH
L. armenus 55,583+0,751
L. aureus 90,8611+0,837
L. cilicicus 36,19+1,319
L. laxiflorus subsp. laxiflorus 105,431+2,379
L. pratensis 105,31+2,683
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3.5.3. Antioksidan Aktivite Calismalari

Lathyrus tiirlerinden hazirlanan metanollii ekstreler ve bu ekstrelerden sivi-sivi

partitisyon ile elde edilen fraksiyonlarin (n-hekzan, kloroform, etilasetat ve su) MiK

yontemi ile antibakteriyel aktiviteleri degerlendirildi. Tum fraksiyonlar ve BHT

(biitillenmis hidroksitoluen) igin antioksidan aktivite testleri yapildi. Sonuglar Sekil

3.59 verilmigtir. Elde edilen sonuglarin ICsy degerleri hesaplandi, 1Csq degerler

Cizelge 3.12’da verilmistir.

100 -
9% | L. armenus
80
- 70 "
% 60 = Metanol
% 50 A I [ Il n-Hekzan
= ig: N B Kloroform
20 A ] ™ [ N : - ® Etil asetat
. T\
750 375 187.5 93.75 46.87 23.43 11.71 5.85
Konsantrasyon pg/ml
100
00 L. aureus
go | M
; 70 m _
Z 60 | | B = Metanol
E 50 - N ™ I n- Hekzan
& 40+ I - " Kloroform
£ 30 l | - - .
 Etil asetat
20 [l " - -
10 | " - . :] mSu
" R N L » - - =
0 - ‘ =
750 375 187.5 93.75 46.87 2343 11.71 5.85
Konsantrasyon pg/ml
e s
L. cilicicus
E = Metanol
Z [
= | i n-Hekzan
E I - Kloroform
32 . 1
B m & Etil asetat
- e 5 o
- | | ™ :; = msu
750 375 187.5 93.75 46.87 23.43 11.71
Konsantrasyon pg/ml

Sekil 3.59. Lathyrus tlrlerinin antioksidan verileri
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100 ~
90 -
80
70 -
60 -
50 A
40 A
30 A
20
10

L. laxiflorus

= Metanol

Il n-Hekzan
| [
l kloroform

“%Inhibisyon

 Etil asetat

|
I
. |
—

BSu

187.5 93.75 46.87 2343 1171 5.85

Konsantrasyon pg/ml

:"H |
375
'
L. pratensis
80 4
70 4 l
§>60 ' = Metanol
2 50 4
= I Il n-Hekzan
£ 40 |
F 30 - - kloroform
] , W Etil asetat
20 . [ -
10 - - msu
4 | | l -
750

375 187.5 93.75 46.87 2343 1171
Konsantrasyon pg/ml

Sekil 3.59. Devam. Lathyrus tirlerinin antioksidan verileri

Cizelge 3.12. Lathyrus tirlerinin DPPH ydntemi ile elde edilen 1Csq degerleri

Tarler 1Cso (Hg/mL)
MeOH n-Hekzan CHCI,4 EtOAC Su
L. armenus 0,041 0,050 0,050 0,047 0,041
L. aureus 0,043 0,050 0,051 0,048 0,035
L. cilicicus 0,047 0,057 0,055 0,053 0,050
L. laxiflorus subsp. laxiflorus 0,038 0,470 0,049 0,041 0,040
L. pratensis 0,044 0,052 0,050 0,045 0,042
BHT 0,027

3.5.4. Antibakteriyel Ativite Calismalar:

Lathyrus tiirlerinden hazirlanan metanollii ekstreler ve bu ekstrelerden sivi-sivi
partitisyon ile elde edilen fraksiyonlarin (n-hekzan, kloroform, etilasetat ve su) MiK
yontemi ile antibakteriyel aktiviteleri degerlendirildi. Sulu fraksiyonlar suda
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(4mg/ml), metanolll fraksiyonlar %75 (h/h) ve diger fraksiyonlar %210 (h/h) DMSO
da ¢Ozuldu. Tum fraksiyonlar Staphylococcus aureus ATCC 29213, Bacillus subtilis
ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
ve Candida albicans ATCC 10231 suslarina kars1 MIK degerleri belirlenmistir.

Sonuglar Cizelge 3.13’de verilmistir.
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Gizelge 3.13. Lathyrus tiirlerinin MiK degerleri

Mikroorganizma (mg/ml)

Q
[1+]
Fraksiyonlar o 2 8 § 3 2 §
<L =8 S SE0m K=
n o o SN D20 W 2
=3 29 T Q 2ER 20
e O ui O T < N O
=] m = = (3] O =
© < < o <
%)
Kloroform - - - 0.5
Hekzan - - - - 1
L. armenus Su - - - - -
Etil asetat 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Metanol - - - - 1
Kloroform - - - - 0.5
Hekzan - - - - 1
L. aureus Su i 1 - - -
Etil asetat 1 0.5 0.5 0.5 0.5
Metanol - - - - 1
Kloroform - - - 1 0.5
Hekzan - - - - -
L. cilicicus Su - - - - -
Etil asetat 1 0.5 0.5 0.5 0.5
Metanol - - - - 1
Kloroform - - - - 0.5
Hekzan - - - - 1
L. laxiflorus Su - 1 - - -
Etil asetat 1 0.5 0.5 0.5 0.25
Metanol - - - - 1
Kloroform - - - 1 0.5
Hekzan - - - - -
L. pratensis Su - 1 - - -
Etil asetat 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Metanol - - - - 1

(-) Aktivite gostermedi

Degerler mg/ml
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3.5.5. Antienflamatuvar Aktivite Calismalar

Lathyrus tiirlerinden hazirlanan metanollii ekstreler ve bu ekstrelerden sivi-sivi

partitisyon ile elde edilen fraksiyonlarin (n-hekzan, kloroform, etilasetat ve su)

HRBC yontemi ile antienflamatuvar aktiviteleri degerlendirildi. Tum fraksiyonlar,

asetilsalisilik asit ve aspirin icin antienflamatuvar aktivite testleri yapildi; sonuclar

Cizelge 3.14, 3.15, 3.16 ve Sekil 3.39 ve 3.40, 3.41°de verilmistir.

Cizelge 3.14. Asetilsalisilik asit *in antienflamatuvar aktivite degerleri

Asetilsalisilik asit 0.2 mg/ml 0.25 mg/ml 0.5 mg/ml
Absorbans (ortalama) 0.302333 0.182667 0.151
Standart Sapma 0.002082 0.005033 0.016462
%Hemoliz 65.58206797 39.62400578 32.75488069
%Koruma 34.41793203 60.37599422 67.24511931
Cizelge 3.15. Aspirin’nin antienflamatuvar aktivite degerleri
Aspirin 0.05 mg/ml 0.1 mg/ml 0.15 mg/ml 0.2 mg/ml 0.25 mg/ml 0.5 mg/mi
Absorbans
(ortalama) 0.382667 0.289 0.334333 0.296 0.303 0.213
Standart Sapma| 0.012055 0.016 0.020257 0.011358 0.029547 0.006245
%Hemoliz 83.00795 62.6898 72.5235 64.20824 65.72668 46.2039
%Koruma 16.99205 37.3102 27.4765 35.79176 34.27332 53.7961
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Asetilsalsilik asit
100% -
90% -
80% -
70%
60% -

® 50% -
a0% | %Koruma
30% B %Hemoliz
20% |
10% -
0%
0.2 0.25 0.5
mg/ml
Sekil 3.64. Asetilsalisilik asit’in antienflamatuvar aktivitesi
Aspirin
100% -
90% |
80% |
70% -
60% -
R 50%
0% | % Koruma
30% | % Hemoliz
20% -
10% -
0% -
0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.5
mg/ml
Sekil 3.61. Aspirin’nin antienflamatuvar aktivitesi
T HRBC
100 -
80 -
® 60
40 -
%Koruma
20 + B %Hemoliz
0 -
AR R RPN PSSO OO LD BB B S S S S
AR CHRCHRCHR I S A N A L o LN O LI SIe S S S NV LN N N
T I T & FFFFECEEE GO 8 8 08 g8 F
R I R P I Sl g FE LTI T E e e
E TSI VI ST E T E ST S E
N N @ g d ’ I PSR C X > 3
F NG \/Qﬁ \;é VOl & F VTS \P&‘ NG \,O\’\.’b*‘\\‘ 9@

Ekstreler

Sekil 3.66. Lathyrus tiirlerinin antienflamatuvar aktiviteleri
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Cizelge 3.16. Lathyrus turlerinin antienflamatuvar aktivitelesi

HRBC
Ekstre %Hemoliz %kKoruma Absorbg;;;_rnsé;[andart
Kloroform 87.85249 12.14751 0.405:0.004583
Hekzan 99.85539 0.144613 0.460333+0.005686
L. armenus Su 17.20897 82.79103 0.079333+ 0.006506
Etil asetat 24.65654 75.34346 0.113667+0.004726
Metanol 4323933 56.76067 0.199333+0.001528
Kloroform 7447578 25.52422 0.343333%0.017673
Hekzan 86.8402 13.1598 0.400333%0.002517
L. aureus su 19.16124 80.83876 0.088333+0.002887
Etil asetat 23.86117 76.13883 0.11+0.009165
Metanol 38.03326 61.96674 0.175333+0.005033
Kloroform 62.40058 37.59942 0.287667+0.003215
L cilicicus Hekzan 97.90311 2.096891 0.451333+0.02203
Su 18.7274 81.2726 0.086333+0.004163
Etil asetat 22.41504 7758496 0.103333%0.005132
Metanol 27.62111 72.37889 0.127333+0.003215
Kloroform 75.05423 24.94577 0.346+0.003464
L. laxiflorus Hekzan 91.03398 8.966016 0.419667+0.003512
subsp. Su 14.09978 85.90022 0.065:£0.004359
laxiflorus Etil asetat 21.25813 78.74187 0.098+0.006
Metanol 17.64281 82.35719 0.081333+0.003512
Kloroform 97.68619 2.313811 0.450333+0.014224
Hekzan 99.78308 0.21692 0.46+ 0.001
L. pratensis su 12.0752 87.9248 0.055667+0.004509
Etil asetat 18.7274 81.2726 0.086333+0.004163
Metanol 30.22415 69.77585 0.139333+0.003055
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TARTISMA

Fabaceace familyasinda yer alan Lathyrus L. cinsi diinya da 187 tr veya alt tir
temsil edilmektedir. Avrasya/Akdeniz, Dogu Asya, Kuzey ve Giiney Amerika da
genis yayilis goOstermektedir. Tirkiye’de dogal olarak 58 Lathyrus tird
yetismektedir, bu tiirlerden 18 tlrinin endemik oldugu tespit edilmistir (Davis,
1970). Turkiye'de Lathyrus cinsi halk arasinda “muirdumuk™ olarak taninmaktadir.
Calisma konusu olan Lathyrus armenus (Boiss & Huet) Sirj, "clisne”; Lathyrus
aureus (Steven) D.Brandza, "koro miirdiimiigi”; Lathyrus cilicicus Hayek & Siehe;
"sah mardumuk" ; Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus (Desf.) O.Kuntze, "deli
burcak™; Lathyrus pratensis, "yilan giiriili" olarak isimlendirilmektedir (Guner,
2014)

Calisma materyallerimiz olan Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus, L.
pratensis, L.aureus tizerindeki ¢alismalar oldukga azdir. L. cilicicus, L. armenus
tirleri endemik tirler olup Uzerinde highir g¢alismaya rastlanmamustir. Tiirkiye’de

yetisen bu tiirlerden elde edilen verilerin orjinalllik agisindan 6nem arz ettigi agiktir.

Mikroskobik analizlerden elde edilen verilerin literatir bulgulart ile uyumlu
oldugu agiklanmistir (Metcalfe ve Chalk, 1965).

Bu tez kapsaminda; Tiirkiye’nin Sivas ilinden toplanan 5 Lathyrus turinin
toprak Ustl kisimlarinin metanollii ekstreleri hazirlanip ve bu ekstrelerden sivi-sivi

ekstraksiyonuyla; n-hekzan, kloroform, etilasetat ve su fraksiyonlar elde edilmistir.

Lathyrus tiirlerinin toprak stii kisimlarindan elde edilen metanollu ekstrelerin
total fenolik madde miktarlar1 Folin-Cioacalteu yontemi ile tayin edilmistir. En
ylksek total fenolik maddeyi L. aureus (452,19+6,88MQg gaik asit/d ekstre) 1htiva

etmektedir.
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Lathyrus tiirlerinin toprak {stii kisimlarindan elde edilen metanollii ekstrelerin
total flavonoit miktari ise AICIl; yontemi ile tayin edilmistir. En yiiksek degerler L.

laxiflorus ve L. pratensis tirlerinde gozlenmistir.

Lathyrus tiirlerinin toprak iistii kisimlarindan su, metanol, etil asetat, kloroform
ve n-hekzan ile elde edilen ekstreler DPPH yontemiyle antioksidan aktivite agisindan
incelenmistir. Elde edilen veriler, BHT standart bilesiginden elde edilen verilerle
kiyaslanarak degerlendirilmistir. Antioksidan test sonuglara bakildiginda, sulu ve
metanollii  ekstrelerin en yiksek % inhibisyon degerlerine sahip oldugu
belirlenmistir. Hekzanli ekstreler de 1Cso degerleri ise daha diisikk degerler olarak
goze ¢arpmaktadir. En ylksek % inhibisyon ve en diisiik ICso degerleri L.aureus sulu
ve metanollii ekstresinde belirlenmistir. n-hekzanli ve kloroformlu ekstreler her 5
tirde de disiik aktivite gostermektedir. Literatirlerde L.pratensis turunin
tohumlarindan elde edilen metanolll ekstrenin antioksidan aktivitesi 1Cso= 0.0033

olarak hesaplanmistir (Pastor-Cavada ve ark. 2009).

Calisma konumuz olan bes Lathyrus tdriinin sulu, metanollii, etil asetatls,
kloroformlu ve hekzanli ekstrelerinin in-vitro antienflamatuvar aktivitesi HRBC
yontemiyle Ol¢iilmiistiir. Bitki ekstreleri lizozomal membrani stabilize ederek
antienflamatuvar etkiye neden olmaktadir. Aktif oksijen gruplari enflamasyona
neden oldugu igin antioksidan aktivitesi ylksek olan eksterelerde antienflamatuvar
etkinin de yiksek olmasi beklenmektedir. Bu ¢alismada standart olarak ticari aspirin
ve asetilsalsilik asit kullanildi, elde edilen sonuclar1 inceledigimizde su, etil asetat ve
metanol fraksiyonlarinda aspirin ve asetilsalsilik asite gore daha yiksek koruma
yuzdesi elde edilmistir.

Flavonoitler enflamasyonda etkili olan mediatorleri, eikosanoidler, sitokinler,
adhezyon ve C-reaktif protein gibi molekullerin sentezi ve aktivasiyonunu inhibe
ederek etki gostermektedir. Ayrica flavonoitler NF-kB gibi transkripsiyon faktorleri,
aktive edici proteinleri de inhibe ederek ve nikleer faktor-eritroid-2 aktif ederek

antienflamatuvar etki gostermektedir (Serafini ve ark., 2010)
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Elde edilen sonucglara gore antioksidan aktivite ve antienflamatuvar aktivite
sonuclarin dogrulamaktadir. Su, etil asetat ve metanol fraksiyonlar1 Yyuksek
antioksidan aktivite gostermektedir. HRBC yonemi ile elde edilen antienflamatuvar
aktivite sonugclari ise su, etil asetat ve metanol fraksiyonlarinin diger fraksiyonlara

gore daha aktif oldugu aciklamaktadir.

Lathyrus tiirlerinin toprak iistii kisimlarindan su, metanol, etil asetat, kloroform
ve n-hekzan ile elde edilen ekstrelerin Staphylococcus aureus ATCC 29213, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 ve Candida albicans ATCC 10231 suslarina karsi antibakteriyel
aktiviteleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore etil asetatli fraksiyonlar her bes
tirde de; ¢alisma konusu olan Gram negatif, Gram pozitif ve maya tiirlerine karsi
etkili olmaktadir. L. cilicicus ve L. armenus tiilerin sulu fraksiyonlar1 sadece Bacillus
subtilis kars1 aktivite gostermistir; metanollli ekstreler Candida albicans ‘a kars1 aktif
olup; L. aureus, L. armenus ve L. laxiflorus’un hekzanli fraksiyonlar1 ise Candida
albicans’a kars1 aktivite gostermektedir. Kloroformlu fraksiyonlar Candida
albicans’a kars1 etkili olup ancak L. cilicicus ve L. pratensis’in kloroformlu
fraksiyonlari; Pseudomonas aeruginosa’ya karsi ektkin oldugu gosterilmistir.
Literatirlerde L. pratensis, Candida albicans’a karsi1 1mg/ml dozda antifungal
aktivite gostermistir (Arabi ve Serdari and Al Fadel, 2010).

Fenolik bilesikler bakteriyel hiicre membran: etkileyerek anti bakteriyel etki
goOstermektedir. Fenolik bilesikler membranin gegirgenligini bozarak hiicrede
bulunan serbest bilesenlerin miktarinin artmasina neden olur. Bunlara ek olarak
hiicrelerin besin almasini, elektron transferini ve enzimlerin aktivitesini engelleyerek
etki gostermektedir. Bu nedenle, fenolik bilesikler farkli mekanizmalarla (reme

inhibisyonuna yol agmaktadir (Al Laham ve ark., 2014)

Lathyrus tirlerinin etil asetat fraksiyonlar1 orta polar bilesikler ve aglikonlar
icermektedir; bu nedenle diger fraksiyonlara gore daha etkili oldugu

diistiniilmektedir.
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Izolasyon calismalar1 sonucunda; L. armenus toprak iistii kistmi metanollii
ekstresi ve metanolll ektresinin etil asetat fraksiyonundan kemferol-3-O- glukozil (1-
2) ramnozit bilesigi izole edilmistir. Literatlir verileri bu bilesigin daha 6nce Ginkgo
biloba ve Hymenophyllum crispatum bitkilerinden de izole edildigini gostermektedir
(Markham ve ark., 1992; Mishra ve ark., 2009).

S1vi-sivi ekstraksiyondan elde edilen sulu fraksiyonun kolon kromatografisi ve
semi preparatif YBSK’ya uygulamasi sonucundan elde edilen fraksiyonlardan
ramnazin ramninozit, ramnetin ramninozit, ramnositrin ramninozit ve kemferol-3-O-
ramninozit bilesikleri izole edilmistir. Bu bilesiklerin daha 6nce Rhamnus turlerinden

izole edildigini rapor edilmistir.

Kemferol-3-O-ramninozit, ramnazin ramninozit, ramnetin ramninozit,
ramnositrin ramninozit ise daha énce Rhamnus petiolari, Rhamus leptophylla ve
Rhamnus disperma bitkisinden izole edilmistir (Marzouk ve ark., 1999; Ozipek ve
ark. 1994). Bu bilesikler ilk defa bu ¢alisma ile Lathyrus turlerinden izole edilmistir.
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SONUC VE ONERILER

Lathyrus turleri diinyanin ve ayni zaman da Tirkiye nin birgok bolgesinde
dogal olarak yetismektedir. Lathyrus turleri hayvan beslenmesinin yani sira gida
olarak da kullanilma nedeniyle ekonomik 6neme sahiptir. Bu sebeple, Lathyrus
tlrleri Gzerinde yapilan arasgtirmalar Turkiye’de oldugu kadar diinyada da 6nem

tasimaktadir.

Daha 6nce ¢alisilmamis olan L. armenus tlrlndn fitokimyasinin incelenmesi

sonucunda, bitkinin fenolik bilesikleri igerdigi gosterilmistir.

Lathyrus tlrlerinin Uzerinde gergeklestirilen antioksidan ve antienflamatuvar
biyoaktivite c¢aligmalari sonucunda kayda deger veriler elde edilmistir ve bu
sonuglara dayanarak Lathyrus turlerinin enflamasyon tedavisinde etkili olabilecegi

aciklanmustir.

Bu c¢alisgmadan elde edilen sonuclara dayanarak Lathyrus tlrlerinde bulunan
diger sekonder metabolitlerin de izolasyonunun gergeklestirilmesi; ayrica bu
metabolitlerin antioksidan ve antienflamatuvar aktivitelerinin ve ayn1 zamanda etki

mekanizmalarinin agiklanmasi 6nerilmektedir.
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OZET

Bu ¢aligmanin amaci Lathyrus L. cinsine ait bes tiirlin toprak {istii kisimlarini
fitokimyasal agidan arastirmak, ve antioksidan, antibakterial ve antienflamatuvar
aktivitelerini arastirmaktir. Arastirma konusu olarak secilen turlerden iki tdr;
Lathyrus armenus ve Lathyrus cilicicus Tiirkiye endemigidir. Bu ¢alismada dogal
olarak yetisen L. armenus tiiriiniin toprak {istii kistmindan kemferol-3-O- glikozil (1-
2) ramnozit, kemferol-3-O ramninozit, ramnazin ramninozit, ramnetin ramninozit ve
ramnositrin  ramninozit bilesikleri, etil asetatli ve sulu fraksiyonlardan gesitli
kromatografik yontemlerle izole edilmistir. Elde edilen bilesiklerin yapilari
spektroskopik  yontemler kullanilarak aydmlatilmistir.  Bitkilerin - metanolli
ekstrelerinin total fenol ve total flavonoit miktar1 sirasiyla, Folin-Ciocalteu ve AICl3
yontemleri kullanilarak saptanmistir. Ekstrelerdeki total fenol miktarlarinin 150.63-
452.19 pg/mg arasinda, total flavonoit miktarlarinin ise 36.19-105.43 pg/mg arasinda
degistigi gozlenmistir. En yiiksek total fenolik madde miktar1 L. aureus, en yiksek
total flavonoit miktar1 ise L. laxiflorus’da gozlenmistir. Bu tlrlerin n-hekzan,
kloroform, etilasetat, metanol ve sulu ekstresinin radikal stpdrtcl aktiviteleri DPPH
yontemi ile Olculmustir; En giclu radikal stpdrici aktivite gosteren L. aureus
tdrtndn sulu fraksiyonun da saptanmistir. Bu tirlerin n-hekzan, kloroform, etilasetat,
metanol ve sulu ekstrelerinin iki Gram pozitif (Staphylococcus aureus and Bacillus
subtilis), ve iki Gram negatif bakteri (Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa)
ve bir maya (Candida albicans) tiiriine karsi diliisyon yontemi ile in vitro
antibakteriyel etkisi arastirilmistir, en yiiksek antibakteriyel aktivite etil asetath
fraksiyonun da gozlenmistir. Calisilan bitkilerin n-hekzan, kloroform, etilasetat,
metanol ve sulu ekstrelerin HRBC yontemi ile antienflamatuvar aktivitesi de

incelenmistir, en yiksek aktivite etil asetat ve sulu ekstrelerde gozlenmistir.

Anahtar Sozcukler: Lathyrus, Flavonoit, Antioksidan, Antienflamatuvar
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SUMMARY

The aim of this study was phytochemically investigation of aerial part of five
Lathyrus L. species which belong to the Leguminosae family, and to evaluate their
antioxidant, antibacterial and anti-inflammatory activities. L. armenus and L.
cilicicus are endemic to Turkey. Isolation of secondary metabolites, kaempferol-3-O-
glucosyl (1-2) ramnoside, kaempferol-3-O-ramnoside, rhamnocitrin rhamninoside,
rhamnetin rhamninoside ve rhamnasine rhamninoside from L. armenus was
performed by means of various chromatographic methods. The structure of the
obtained compound were elucidated using spectroscopic methods. The total phenolic
and total flavonoid content of the methanolic extracts of five species were
determined using Folin-Ciocalteu and AICIl; methods, respectively. Total phenolic
content of the extracts was ranged 150.63-452.19 pg/mg and the total flavonoid
content was ranged 36.19-105.43 pg/mg. Methanolic extract of L. aureus had the
highest phenolic content and metanolic extract of L. laxiflorus exhibited the highest
flavonoit content. The n-hexane, chloroform, ethyl acetate, methanolic and water
extract of five Lathyrus species were also investigated for their radical scavenging
activity by DPPH methods. Water extract of L. aureus was showed the strongest
activity. The n-hexane, chloroform, ethyl acetate, methanolic and water extract of
five Lathyrus species were assayed for in vitro antibacterial activity against two
Gram positive (Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis), two Gram negative
bacteria (Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa) and one fungus (Candida
albicans), using the dilution methods. The highest antibacterial activity was
produced by ethyl acetate fractions. The n-hexane, chloroform, ethyl acetate,
methanolic and water extract of five Lathyrus species were investigated for anti-
inflammatory activity by HRBC method. The highest activity was produced by ethyl

acetate and aqueous fractions.

Keywords: Lathyrus, Flavonoits, Antioxidant, Anti-inflammatory
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