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ONSOZ
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OZET

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. ALKALOIDLERININ KIMYASAL
ANALIZi VE BiYOLOJIK AKTIiVITELERININ BELIRLENMESI *

Bu calismada, Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. bitkisi soganlarinin alkaloidce
zengin ekstresi antioksidan, genotoksik, sitotoksik ve antilkolinesteraz aktivitesi
bakimindan incelenmis ve tasidigr alkaloidlerin kolon ve ince tabaka kromatografisi
yontemleriyle fraksiyonlandirilmasi ve izolasyonu yapilarak ekstredeki ana alkaloid
olan likorin maddesi elde edilmistir.

S. fischeriana (Herbert) Rupr. soganlarinin alkaloidce zengin ekstresinin antioksidan
aktivite potansiyeli baslica iki yontem olan DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) serbest
radikal giderim yontemi ve B-karoten-linoleik asit yontemleriyle
incelenmistir. Ekstrenin genotoksik aktivitesi Allium testi uygulanarak arastirilmais,
Brine Shrimp metodu ile ise sitotoksisitesi belirlenmistir. Ekstrenin ve likorinin
antikolinesteraz aktivitesi ise baglica iki enzime, asetilkolinesteraz (AChE) ve
butirilkolinesteraz (BChE), kars1 % inhibisyon olarak dl¢iilmiistiir.

Bitkinin alkaloidlerini elde etmek igin S. fischeriana (Herbert) Rupr. yumrularindan
(soganlarindaki) hazirlanan direkt metanol ekstresinden alkaloidce zengin kloroform
ekstresi elde edilmis, bu ekstreden de kolon kromatografisi ve miiteakiben preparatif
ince tabaka kromatografisi yoOntemleriyle elde edilen alkaloidlerden likorin
kristalizasyonla saflastirilmistir. Saflastirilan bu alkaloidin yapisinin (—)-likorin oldugu
tek ve ¢ift dimensiyonlu niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi, infrared
(IR) ve kiitle spektroskopisi teknikleri ile aydinlatilmistir. S. fischeriana (Herbert) Rupr.
alkaloid ekstresinin antioksidan aktivitesi degerlendirildiginde, ekstrenin yiiksek bir
DPPH serbest radikal giderim aktivitesi gosterdigi, ancak [-karoten - linoleik asit
yonteminde daha diisiik aktivite gosterdigi yani lipid peroksidasyonunu inhibe etme
kapasitesinin zayif oldugu belirlenmistir. S. fischeriana (Herbert) Rupr. alkaloid
ekstresinin Brine Shrimp Toksisite analizine gore sitotoksik etki gosterdigi sonucuna
vartlmistir. Genotoksisitenin belirlenmesi amaciyla uygulanan Allium testi sonucunda
ise S. fischeriana (Herbert) Rupr. alkaloid ekstresinin Allium cepa kok ucu meristem
dokusunda mitoz boliinmekte olan hiicreleri etkileyerek, mitoz boliinmeyi baskiladig
ve uygulanan ekstrenin doz artisina bagli olarak kromozomal anormalliklere neden
oldugu, anormal bdliinen hiicre sayisinin da doza bagli olarak arttig1 belirlenmistir.

Calisma sonucunda, S. fischeriana (Herbert) Rupr. alkaloidce zengin sogan ekstresinin
oldukca yiiksek antikolinesteraz aktivite goOsterdigi, fakat BChE enzimine Kkarsi
AChE’den daha yiiksek inhibisyon gosterdigi belirlenmistir. Buna karsin, saf alkaloid
likorinin AChE enzimine kars1 daha yiiksek inhibisyon gostermesi alkaloid ekstresinin
icinde BChE enzimini inhibe edecek alkaloid yiizdesinin daha fazla olabilecegine isaret
etmistir. Elde edilen tiim veriler, ileride yapilacak caligmalara kaynak olusturabilecek
nitelikte olup, konu lizerindeki aragtirmalar devam edecektir.

* Bu calisma istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yiirttiicii Sekreterligi tarafindan 3487 no
ile desteklenmistir.
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SUMMARY

CHEMICAL ANALYSIS AND BIOLOGICAL ACTIVITIES OF ALKALOIDS
FROM Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. '

In this study, the alkaloid-rich extract of bulbs of Sternbergia fischeriana (Herbert)
Rupr. was evaluated for its antioxidant, cytotoxic, genotoxic and anticholinesterase
activities, and the main alkaloid lycorine was obtained by fractionation and isolation
studies through column and preparative thin layer chtomatography from its alkaloid-rich
extract.

The antioxidant activity potential of the alkaloid-rich extract of the bulbs of
S. fischeriana (Herbert) Rupr. was investigated, namely by two complementary test
systems, the DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) free radical scavenging method and
total antioxidant activity (B-carotene - linoleic acid) method. Genotoxic activity was
investigated by the application of the Allium test while Brine Shrimp Toxicity Assay
was used for evaluating the cytotoxicity of the extract. Anticholinesterase activity of
both extract and lycorine was measured against the two enzymes, acetylcholinesterase
(AChE) and butyrylcholinesterase (BChE), as inhibition (%) value.

For the isolation of alkaloids of S. fischeriana (Herbert) Rupr. from the prepared bulb
extract, an alkaloid-rich chloroform extract was first obtained, and then alkaloids were
obtained through column chromatography from this extract, and subsequently by
preparative thin layer chromatography technique was used to afford lycorine which was
purified by crystallization. The structure of this pure alkaloid was elucidated as (-)-
lycorine based on 1D- and 2D-NMR (Nuclear Magnetic Resonance), IR (Infrared) and
Mass spectroscopic techniques. Taking into consideration of the antioxidant activity
results, the alkaloid extract exhibited high DPPH free radical scavenging activity,
although the total antioxidant (lipid peroxidation inhibition activity) activity was found
to be low which indicated a weak inhibition capacity of the extract on the lipid
peroxidation. S. fischeriana (Herbert) Rupr. alkaloid-rich extract also showed cytotoxic
effect on the Brine Shrimp Toxicity Assay. According to the results of Allium test for
genotoxicity, S. fischeriana (Herbert) Rupr. alkaloid extract is depressed the mitosis by
affecting the meristematic cells of Allium cepa roots during mitosis, and caused
increased chromosomal aberrations as dose-dependent manner. The chromosomal
aberrations were further increased by the increase of dose and application time.

As the result, the S. fischeriana (Herbert) Rupr. bulb alkaloid extract exhibited high
anticholinesterase activity showing higher inhibition value to the BChE enzyme rather
than AChE. In contrary, a higher inhibition value was obtained by the isolated pure (-)-
lycorine against AChE enzyme. These results indicate that the alkaloids may play a role
as BChE inhibitors rather than AChE and probably are present in the extract with a
higher percentage. The data obtained here are expected to constitute a base for the
further studies, and the studies on S. fischeriana (Herbert) Rupr. will be continued.

" This work was supported by Scientific Research Projects Coordination Unit of Istanbul University by a
Project, numbered 3487.
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1. GIRIS

Bitkiler c¢ok eski zamanlardan beri insanlar tarafindan degisik sekillerde
degerlendirilmistir. Insanlar bitkileri gida, yakacak, ila¢ veya mesken yapimi icin
kullanmislardir (Baytop, 1984). ilk yazili tarih kaynaklarinda insanlarin gesitli
hastaliklarin  tedavisinde bitkilerden yiyerek veya c¢esitli droglar hazirlayarak
yararlandiklar1 belirtilmistir (Baser, 1997). Bitkilerin hastaliklarin tedavisinde
kullanilmasmin ilk bilimsel izleri ve yazili delilleri 5000 yil 6ncesi Cin, Hint ve
Yakindogu medeniyetlerine kadar uzanmaktadir. Daha sonralar1 dogal ilaglarin sentetik

tiirevleri sentezlenerek insanlarin hizmetine sunulmustur (Baytop, 1984).

Son yillarda bitkiler sahip olduklari ¢esitli aktif maddeler nedeniyle iilkemizdeki bir¢ok
bilim adammin ilgisini ¢ekmektedir. Amaryllidaceae ailesi bitkileri, icerdikleri aktif
maddeler ve dzellikle alkaloidler agisindan ilag ve tip diinyasinda olduk¢a 6nemli bir
yere sahiptir. Ukemiz florasinda yaklasik olarak 10.000 kadar tiir yetismekte ve
bunlardan 650 kadar1 halk hekimliginde kullanilmaktadir (Baytop, 1984).

Tibbi 6nemi olan Amaryllidaceae familyasina ait bir¢cok tlirde biyolojik aktivite
caligmalar1 yapilmis olmasina ragmen, Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.
bitkisinin alkaloidlerine ait genotoksik, sitotoksik ve antikolinesteraz aktivitesi

caligsmalarina literatiirde pek rastlanmamustir.

Bu calismada, Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. bitkisi soganlarinin alkaloidce
zengin ekstresi antioksidan, genotoksik, sitotoksik ve antilkolinesteraz aktiviteleri
bakimindan incelenmis ve tasidigi alkaloidlerin fraksiyonlandirilmasi ve izolasyonu
yapilarak ekstredeki ana alkaloid olan likorin maddesi elde edilmistir. Sternbergia
fischeriana (Herbert) Rupr. soganlarmin alkaloidce zengin ekstresinin antioksidan
aktivite potansiyeli baslica iki yontem olan DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) serbest
radikal giderim yontemi ve B-karoten-linoleik asit yontemleriyle

incelenmistir. Ekstrenin genotoksik aktivitesi Allium testi uygulanarak arastiriimas,



Brine Shrimp metodu ile sitotoksisitesi belirlenmistir. Ekstrenin ve likorinin
antikolinesteraz aktivitesi ise baglica iki enzime, asetilkolinesteraz (AChE) ve

biitirilkolinesteraz (BChE), kars1 % inhibisyon olarak dl¢iilmiistiir.



2. GENEL KISIMLAR

2. 1. BITKININ GENEL OZELLIKLERI

2. 1. 1. Amaryllidaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Tiirkiye diinyanin en zengin floristik merkezlerinden biridir. Bunun nedeni yurdumuzun
jeolojik yapist, iklimsel durumu ve Avrupa-Sibirya, iran-Turan ve Akdeniz olmak iizere
tic farkl fitocografik bolgeye sahip olmasidir (Giiner, 1994). Yurdumuz geofit adi
alinda toplanan soganli, rizomlu, tuberli bitki tiirleri agisindan ¢ok zengindir. Geofitler
toprak altinda sogan, yumru ve rizom gibi gida maddesi depo eden 6zellesmis toprak

alt1 govdeleri tasiyan otsu bitklerdir (Cetik, 1973).

Geofitler, bitkiler aleminde Tohumlu Bitkiler (Spermatophyta) boliimiinde Kapali
Tohumlu Bitkiler alt boliimiinde yer alir. Bu grup Tek Cenekli Bitkiler (Liliopsida) ve
Cift Cenekli Bitkiler (Magnoliopsida) olmak {izere iki smifa ayrilir (Segmen ve dig.,
1998).

Geofitler ¢ogunlukla ilkbahar ve sonbahar aylarinda toprak iizerinde goriilmektedir.
[lkbahar ve sonbahar aylarinda yagmurlarin baslamasi ve sicakligin normale donmesi ile
hizli bir gelisme gostererek yaprak, cicek ve tohum olusturmaktadirlar (Koyuncu,

1994).

En son diizenlemelere gore yurdumuzdan ihrag ettigimiz geofitler 14 cinse ait 21 tiirii
kapsamaktadir. Bu 21 tiirtin 6’s1 sadece kiiltiirli yapilarak {iretilenlerden, 4’{i hem {iretim
hem de dogadan, 11°i ise yalnizca dogadan toplanarak ihra¢ edilmektedir. Uretimden
ihrag edilen Lilium candidum (Liliaceae) ve Sternbergia lutea (Amaryllidaceae) tiirleri
harig, diger tiim geofitler — liretim veya dogadan yapildigina bakilmaksizin — kontenjana
tabi olarak ihrag¢ edilmektedir. Bu tiirlerin kontenjanlar1 1.000—7.000.000 adet arasinda,
toplam ihracat miktarlar1 da yillara gore 27 ile 30 milyon adet arasinda degismektedir

(Arslan ve dig., 2004).



Sternbergia cinsinin de dahil oldugu Amaryllidaceae familyasina ait cins ve tiirlerin
bliylik cogunlugu siis bitkisi olarak dis ve i¢ mekanlarda kullanilmaktadir.
Amaryllidaceae familyast yurdumuzda - ithal yoluyla getirilip siis bitkisi olarak
cogaltilanlar harig- 5 cins ve 33 tiirle temsil edilmektedir. Bunlardan Galanthus elwesii,

G. woronowii, Leucojum aestivum ve Sternbergia lutea tilrlerinin soganlar1 ihrag

edilmektedir (Arslan ve dig., 2004).

Liliales ordosuna ait olan Amaryllidaceae (Nergisgiller) familyasi, 85 cinse ait yaklasik
1100 tiir igeren bir bitki toplulugudur (Unver, 1999). Amaryllidaceae familyas: bitkileri
tek cenekli, tropik ve subtropik bolgelerde yayilma gosteren ve toprakalti kisimlari
sogan, kormus veya rizom seklinde olan ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Yapraklar yassi,
linear, bazen etli, sert ve liflidir. Liliaceae' ye benzeyen bu familya, ovaryumun alt
durumlu olmasi, perigonun bazen parakorolla tagimasi ve yapraklarinin hi¢bir zaman
kladot sekline donligmemis olmasi gibi 6zellikleriyle ondan ayrilir. Cogu giizel ¢igekli
oldugu i¢in siis bitkisi olma yoniinden 6nemli bir familyadir (Tanker ve dig., 1998).
Amaryllidaceae bitkilerinin kokulari, esans endiistrisinde oldukca degerlidir. Bu

nedenle ugucu bilesenleri oldukea ilgi ¢ekmektedir (Amina ve dig., 2008).

Amaryllidaceae tiirleri (Nergisgiller) soganli bitkiler olup, yil boyunca yeraltinda
(topragin i¢inde) olmalarina ragmen, bahar aylarinda renkli ¢igekler acarlar. Sternbergia
fischeriana (Herbert) Rupr. bitkisinin taksonomideki yeri asagidaki gibidir (Davis,
1984).

Takim : Liliales

Familya : Amaryllidaceae

Cins : Sternbergia Waldstein & Kitaibel

Tiir : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.

Bu calismada Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. bitkisi calisilmistir.



2. 1. 2. Sternbergia Walds. & Kit. Cinsinin Genel Ozellikleri

Amaryllidaceae familyasinin bir iiyesi olan Sternbergia Walds. & Kit. (Sternbergia
Waldstein & Kitaibel) cinsi diinyada Bati Avrupa’dan Orta Asya’ya kadar yayilmis 9
tiiri bulunan ve Tirkiye’de ise 7 tiirle temsil edilen bir cinstir. Bu cinsin S. schubertii
Schenk ve S.candida Mathew & Baytop tiirleri Tiirkiye (Bati Anadolu) igin, S.
greuterina Kamari & Artelari ise Yunanistan (Giliney Ege adalar1) i¢cin endemiktir. S.
pulchella Suriye ve Liibnan’da, S. clusiana (Ker-Gawler) Ker-Gawler ex Sprengel. ve S.
fischeriana (Herbert) Rubr. Anadolu ve Asya’da, S. colchiciflora Waldst. & Kit. Giiney
Avrupa, Balkanlar, Bat1 Suriye, Iran, Kirnm ve Katkasya’da, S. sicula Tinea ex Guss.
Ege adalari, Italya, Sicilya, Yunanistan ve Bat1 Anadolu’da, S. lutea (L.) Ker-Gawl. Ex
Sprengel ise Ispanya’dan Tirkiye’ye kadar uzanan alanlarda yayilis gdstermektedir

(Dane, 1999).

15.11.2008 tarih ve 27055 sayili T.C. Resmi Gazete’de yaymlanan Dogal Cigek
Soganlarmin 2009 Yili Thracat Listesi Hakkinda Teblig (No: 2008/62)‘de Sternbergia
lutea hari¢ tiim Sternbergia tiirlerinin dogadan toplanarak soganlarinin ihra¢ edilmesi
yasaklanmistir (T.C. Resmi Gazete, 2008). Bu cinse ait bitkiler caglardan beri dekoratif
amagli olarak kullanmakla beraber, kiiltiire alinmalar1 pek yaygin degildir (Morales ve

Castillo, 2004).

2. 1. 3. Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. Tiiriiniin Genel Ozellikleri

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan1 2.5-3.5 cm. capindadir. 4 ile 7 adet
yapraga sahip olmakla beraber, yapraklar ve ¢igcek birlikte gelisim gosterir ve diiz,
damarsiz veya ¢ok az damarli, 6-12 mm. genisliginde, gri-yesil veya parlak yesil
renktedir. Cigceklenme doneminde, cicek sapmin toprak {istii kismi yaklagik 3-15 cm.
uzunlugundadir. Cigek rengi genellikle acik saridir, ¢igekler sessil veya yaklagik 5 mm.
uzunlugunda cicek sapi iizerinde yer alir (Davis, 1984; Dostbil ve Agaoglu, 2003).

Cigceklenme donemi yilin 1. ile 3. aylar1 arasindadir (Duman ve dig., 2002).

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. tiirii hem kesintili yayilis gostermekte hem de
bulundugu lokasyonlarda olduk¢a az fertle temsil edilmektedir. Ayrica gosterisli

ciceklere sahip olmasi nedeniyle az da olsa soganlar1 toplanmaktadir. Bu nedenle



populasyonlar gittikce zayiflamaktadir. Ulkemizdeki nadir bitkilerden biri olarak kis

nergisinin dogal yasam alanlarinda korunmasi 6nemlidir.

Tiirkiye Bitkileri Veri Servisi (TUBIVES) veri tabanlarina gore Sternbergia fischeriana
(Herbert) Rupr. taksonu Tiirkiye’de C2, C5 ve C6 karelerinde bulunmaktadir (Anon,
2009a).

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr., ormanlik alanlar, g¢aliliklar, maki i¢i ve
acikliklar ile tash yamaclarda, deniz seviyesi ile 1.800 m. rakimli bolgeler arasinda
yayilis gosterir. Kalkerli yataklardan olusan organik madde bakimindan zengin
topraklar1 tercih eder. Ulkemizde Akdeniz, Giiney ve Bati Anadolu ile Giineydogu
Anadolu ve Dogu Anadolu Boélgesi’nde yetistigi bilinen bir tiirdiir (Duman ve dig.,
2002).

Bitki Ingilizce’de “Black crocus” ve “Autumn daffodil” gibi isimlerle bilinmektedir
(Dostbil ve Agaoglu, 2003; Anon, 2009b). Tiirkiye’de ise “Kis nergisi” veya “Tavuk
cigegi” olarak bilinmektedir (Anon, 2009c). Sekil 2.1°’de Mugla Merkez il¢esinden
topladigimiz S. fischeriana (Herbert) Rupr.’ a ait bir fotograf verilmektedir.

Sekil 2.1 : Mugla Merkez ilgesi Diigerek mevkiinden S. fischeriana (Herbert) Rupr.” a
ait bir gortiniim.



2.2. ALKALOIDLER

Bitkiler ¢ok cesitli organik bilesikler iiretmektedir. Bunlardan karbonhidratlar, yaglar,
amino asitler ve niikleik asitler primer metabolitler olup tiim bitkilerde bulunur ve
esansiyel olarak metabolik gorevlere sahiptir (Croteau ve dig., 2000). Bitkilerin
sekonder metabolitler olarak adlandirilan diger organik bilesikleri ise baglica
terpenoidler, alkaloidler, flavonoitler ve diger fenolik bilesiklerden olusmaktadir ve
cogunlugu direkt olarak bitkinin biiyiime ve gelismesinde yer almamaktadir.
NAPRALERT®™ veri bankasmin giincel analiz bulgularina gére tanimlanmis 150.000
dogal iiriin igerisinden yaklagik 27.000 bilinen alkaloid bitkiler, mantarlar, deniz
mikroorganizmalari, memeliler gibi ¢ok ¢esitli organik kaynaklardan izole edilmistir.

Sadece bitki kdkenli olan alkaloidlerin sayis1 ise 22.000’den fazladir (Jin, 2005).

Alkaloid terimi, “alkali” kelimesinin kokenlendigi Arapca al-gali (soda kiiliiniin 6n
formu) adindan tiirevlenmektedir (Kutchan, 1995). Alkaloidler (alkali-benzeri
bilesikler), farmakolojik olarak aktif ve nitrojen igeren bazik bilesenler olarak
tanimlanmaktadir (Croteau ve dig., 2000). Yapidaki nitrojen atomu, heterosiklik

sistemin iizerinde bulunur (Halfon, 2005).

Alkaloid kullanimina iligkin en erken kayitlar M.O. 3000 yillarinda Siimerler’de giiglii
narkotik etkilere sahip hashas (afyon ¢icegi), Papaver somniferum, bitkisinin
yetistirilmesinin resmedildigi tas tabletlere dayanmaktadir ve bitki burada “mutlulugun

cicegi” olarak ifade edilmistir (Beyer ve dig., 2009).

1800’li yillarin basinda Alman bilimadami Friederic Wilhelm Adam Sertiirner
tarafindan gerceklestirilen morfinin izolasyonu, bilinen ilk saf dogal madde
izolasyonudur. Afyondan morfinin izolasyonu, ila¢ endiistrisi ve farmakolojinin
gelisiminde de yeni ufuklar agmis bir gelismedir. 1827 yilinda Heinrich Emanuel Merck
of Darmstadt ticari olarak morfin satmaya baslamis ve bu biiyiik sirketin gelisim

donemi bdylece baglamistir (Huxtable ve Schwanz, 2001).



Insanlardan izole edilen alkaloidlerin sayisi fazla olmasma ragmen, bilinen en iyi
alkaloid kaynaklar1  bitkiler, mantarlar, bakteriler, sucul hayvanlar ve

mikroorganizmalardir (Cordell ve dig., 2001).

Izole edilen ilk alkaloid morfin (1803-1804 DEROSNE ve SEGUIN, 1805
SERTURNER), sentezi yapilan ilk alkaloid kinin (1886 LADENBURG) ve tedavide
kullanilan, az veya cok temizlenmis ilk alkaloid striknin (1821 MAGENDIE) dir
(Tanker ve Tanker, 1990).

Morfinin kesfinden sonra yaklagik 12.000 alkaloid izole edilmistir. Cicekli bitkilerin
yaklagik % 20°si alkaloid tiretmektedir. Bazi bitkiler, ornegin cezayir meneksesi

Catharanthus roseus, 100°den fazla monoterpen indol alkaloidi icermektedir (Croteau

ve dig., 2000).

Alkaloidler, amino asit metabolizmasinda yan {iriin olarak goriilmektedir. Gerek zehirli
yapilar1 gerekse aci tatlar1 nedeniyle bitkileri koruma 6zelligine sahiptirler. Alkaloidler
ayrica protein sentezinde yedek materyal olarak gorev alabilmektedir. Bazi alkaloidler

ise tipk1 hormonlar gibi diizenleyici ve uyarici etki gostermektedir (Halfon, 2005).

Alkaloidler bitkilerde koklerde (6rnegin rezerpin), yapraklarda (6rnegin nikotin),
kabukta (6rnegin kinin) ve meyvalarda (6rnegin striknin) bulunurlar. Genellikle asetik,
sitrik, okzalik, malik ve tartarik asit gibi cesitli bitki asitlerinin tuzlar1 seklinde yer

alirlar (Halfon 2005).

Alkaloidler bitkilerde hiicre 6zsuyunda erimis olarak bulunurlar. Nadir olarak serbest
halde, genellikle ise tuzlar1 halindedirler. Hiicrelerde bulunan organik asitler; siiksinik,
tannik asitler ve bazi 6zel asitler (akonitik asit, mekonik asit, kinik asit) de alkaloidler

ile tuz olusturur (Ugar, 2004).

Alkaloidlerin tam bir tanimini yapmak gerekirse; bitkilerden elde edilen ve az miktarda
bile ¢ok yiiksek fizyolojik ve farmakodinamik aktivite gdsteren, halka iginde bir veya

daha fazla N (azot) atomu tasiyan, bazik reaksiyon gosteren maddelerdir (Ugar, 2004).



Alkaloidler kimyasal olarak amonyaga benzer bilesiklerdir. Molekiiliinde oksijen
bulunanlar genellikle sivi, ugucu ve kuvvetli kokuludur. Digerleri ise katidir. Genel

olarak suda az, organik ¢oziiciilerde ise ¢ok ¢Oziiniirler ve aci bir tatlar1 vardir (Ugar,

2004).

Alkaloidler kimyasal yapilarma gore; Pseudo Alkaloid (heterosiklik azot halkasi
igerirler ancak azot kaynagi aminoasit degildir.), Proto Alkaloid (azot halka i¢inde degil,
yan zincirlerde bulunur.) ve Gergek Alkaloidler (heterosiklik azot halkasi igerirler ancak

azot kaynag1 aminoasittir.) olarak ayrilirlar (Ugar, 2004).

Alkaloidlerin kullanim alanlar1 ¢ok genistir. Cok eski yillardan beri tedavide
kullanilmaktadir. Ciinkii ¢ok az miktarlarda bile ¢ok yliksek fizyolojik aktiviteye
sahiptirler. Degisik alkaloid gruplar1 antienflamatuvar, antispazmodik, antibakteriyel,
g6z tedavisinde, kusturucu, hipnotik olarak, analjezik, kanser tedavisinde, afrodizyak,
yliksek tansiyonun 6nlenmesinde, fare zehiri, haliisinojenik, psikoregiilatif ve insektisid

olarak kullanilmaktadir (Ugar, 2004).

2. 2.1. Alkaloidlerin Siniflandirilmasi

Alkaloidler, dogal iirlinler arasinda en fazla cesitlilik gosteren yapilardir. Ana halkanin

yapisina gore alkaloidleri asagidaki sekilde siniflandirmak miimkiindiir (Halfon, 2005):

Feniletilamin alkaloidleri
Piridin-pirolidin alkaloidleri
Pirolidin-piperidin (Tropan) alkaloidleri
Piridin ve piperidin alkaloidleri

Kinolin alkaloidleri

[zokinolin alkaloidleri

Indol alkaloidleri

o A S o

Purin alkaloidleri



2. 2. 1. 1. Feniletilamin Alkaloidleri

Ephedra tiirlerinde bulunan efedrin, insanlarda adrenal bezler tarafindan stres, korku ve
heyecan durumlarinda salgilanan adrenalin ve noradrenalin hormonlarina benzer
fizyolojik etkiye sahiptir (Halfon, 2005). Fenilalanin amino asiti, efedrin biyosentezinde
oncii molekiildiir (Izhaki, 1998). Amfetamin, metamfetamin, meskalin alkaloidleri de
feniletilamin alkaloidlerine 6rnek olarak verilebilir (Halfon, 2005).

—NH

OH

Sekil 2.2 : Efedrin’ in yapist.

2. 2. 1. 2. Piridin-Pirolidin Alkaloidleri

Piridin alkaloidleri, bir piridin ¢ekirdegi ve bir pirolidin veya bir piperidin {initesi iceren
bilesiklerdir. Pirolidin halkasi nikotin, piperidin halkasi ise anabasin alkaloidinde
goriilmektedir (Aniszewski, 2007). En bilinen piridin-pirolidin alkaloidi Solanaceae
familyasinda bulunan nikotindir. Tiitiinlin temel alkaloid igerigi olan nikotin,

yapraklarda % 4 ile % 6 oraninda bulunmaktadir (Halfon, 2005).

L

—N

Sekil 2.3 : Nikotin’ in yapist.

2. 2. 1. 3. Tropan Alkaloidleri (Pirolidin-Piperidin Alkaloidleri)

Tropan alkaloidleri, pirolidin ve piperidin halkalar1 igeren bisiklik yapidaki
alkaloidlerdir. Tropan alkaloidlere 6rnek olarak oftalmik ¢alismalarda g6z bebeklerini
bliyiitmek iizere kullanilan atropin (Solanaceae) ile mental ve fiziksel uyarici kokain

(Erythroxylum coca) verilebilir (Halfon, 2005).
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Sekil 2.4 : Kokain’ in yapisi.
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Sekil 2.5 : Novocaine (Procaine)’ in yapisi.

2. 2. 1. 4. Izokinolin Alkaloidleri

Bu grup alkaloidlerden en bilineni morfindir. Papaver somniferum bitkisinden elde
edilen afyonun % 10’u morfindir. Afyon bitkisi, morfin disinda, tamami agr1 kesici
0zellige sahip yirmi kadar alkaloid i¢cermektedir. Bunlardan kodein, giiclii bir antitussif

(Okstiriige kars1) etkiye sahiptir (Halfon, 2005).

HO

Sekil 2.6 : Morfin’ in yapisi.
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HO\\\\\“'
Sekil 2.7 : Kodein’ in yapisi.
2. 2. 1. 5. Kinolin Alkaloidleri
Kinin, Giliney Amerika’da yetisen Cinchona agacinin aktif bilesenini olusturur. 1800’1

yillarda sitma hastaliginin tedavisinde kullanilirken, giinlimiizde kinin yerine klorokin

kullanilmaktadir (Halfon, 2005).

HO.
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N

Sekil 2.8 : Kinin’ in yapisi.

2. 2. 1. 6. Piperidin Alkaloidleri

M.O. 399 zamaninda Filozof Socrates’in intihar etmek icin kullandigi ”Hemlock"
(baldiran otu) zehirinin yapisinda bulunan ve ayrica oldukga toksik olan ve motor sinir
uclarinda paralize neden olan bir tiir piperidin alkaloid coniine, ilk sentezlenen
alkaloiddir (Arthan ve dig., 2009). Coniine alkaloidi, Conium maculatum bitkisinde

bulunmaktadir.
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Sekil 2.9 : Coniine’ nin yapisi.

2. 2. 1. 7. Indol Alkaloidleri
Indol halka yapisinden tiirevlenen alkaloidlerdir. Gramin, rezerpin Ornek olarak
verilebilir. Ergot (ergolin) alkaliodleri en o6nemli indol grubu alkaloidlerindendir

(Halfon, 2005).

Liserjik asitin peptid tiirevlerine ergot alkaloidleri adi verilir. Ergot mantarlari

(Claviceps purpurea) tarafindan tretilirler, psikiyatride kullanilirlar (Tudzynski ve dig.,

2001).

H
N
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Sekil 2.10 : Gramine’ nin yapist.
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Sekil 2.11: Ergometrin’in yapisi.
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2. 2. 1. 8. Purin veya Ksantin Alkaloidleri
Cay, kahve, kola ve kakaoda bulunan kafein ve yine kakao ve ¢ayda bulunan teobromin,

bu grupta yer alir (Halfon, 2005).

o A
]
o
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Sekil 2.12 : Kafein’ in yapis1

O N /CH3
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Sekil 2.13 : Teobromin’ in yapisi.

2. 3. AMARYLLIDACEAE ALKALOIDLERININ GENEL OZELLIKLERI VE
BiYOLOJIK AKTIiVITELERI

Amaryllidaceae familyasi, alkaloid igeren en Onemli 20 familyadan biridir. Bu
alkaloidler, izokinolin alkaloidleri olarak kabul edilirler (Unver, 2007). Giiniimiize
kadar Amaryllidaceae familyasindan yapisal olarak birbirinden farkli 500 kadar alkaloid
izole edilmistir (Jin, 2005).
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Amaryllidaceae alkaloidleri yapisal olarak yedi alt gruba ayrilmigtir (Hoshino, 1998;
Unver, 1999; Martin ve dig., 2001):

2. 3. 1. Crinine Tip
5,10b-Ethanophenanthridine Tipi

A: (+)-Crinine Tip

Sekil 2.14 : Haemanthamine.

B: (-)-Crinine Tip

Sekil 2.15 : Elwesine.
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2. 3. 2. Galanthamine Tip

Dibenzofurane Tipi

OMe

Sekil 2.16 : Galanthamine

2. 3. 3. Lycorenine Tip
2-Benzopyranol[3,4g]indole Tipi

Sekil 2.17 : Hippeastrine
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2. 3. 4. Lycorine Tip
4,5-Ethanophenanthridine Tipi

Sekil 2.18 : Lycorine

2. 3. 5. Montanine Tip
Methanomorphanthridine Tipi

Sekil 2.19 : Pancracine
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2. 3. 6.Narciclasine Tip
Phenanthridone Tipi

OH

OH O

Sekil 2.20 : Narciclasine

2. 3. 7.Tazettine Tip
2-Benzopyrano[3,4c¢] indole Tipi

Ao
a

)

Sekil 2.21 : Tazettine
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Amaryllidaceae familyasia ait bitkiler, 6zellikle yapilarindaki alkaloidler nedeniyle
sahip olduklar1 degisik farmakolojik etkileri ile oldukc¢a dikkat c¢ekmektedir.
Amaryllidaceae tiirleri iizerine yapilan yogun fitokimyasal c¢alismalar sonucunda
fizyolojik etkileri ve yapilar1 farkli olan 500 kadar alkaloid izole edilmistir. Tiirkiye’de
Amaryllidaceae familyasina ait bitkilerden Leucojum, Pancratium, Narcissus,
Sternbergia ve Galanthus cinsleri alkaloid igerikleri bakimindan o6ne c¢ikmaktadir
(Unver, 2007). Orhan ve Sener (2003a) tarafindan yapilan ve Amaryllidaceae familyasi
tiirlerinden Galanthus elwesii, G. ikariae, Narcissus tazetta subsp. tazetta, Leucojum
aestivum ve Pancratium maritimum bitkilerinin asetilkolinesteraz  inhibisyon
aktivitelerinin belirlenmesi ile ilgili calismada, her iki Galanthus tiiri ve Narcisus
tazetta subsp. tazetta bitkilerinin ekstrelerinin yliksek aktivite gosterdigi belirtilmistir.
Yine bu ¢alismada G. ikariae ve N. tazetta subsp. tazetta bitkilerinden izole ettikleri
alkaloidlerin tek tek antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirdiklerinde, tek basina bir
alkaloidin degil, ekstredeki tiim alkaloidlerin sinerjik etkilesimine bagli olarak

antikolinesteraz aktivitesinin arttigini bildirmistir.

Amaryllidaceae alkaloidleri icerisinde en yaygin ve en dikkat ¢ekici olan galantamin
alkaloididir. Galantamin gii¢lii bir asetilkolinesteraz inhibitoriidiir. Galantamin
kullaniminin en biiyiik yan etkisi mide bulantis1 olmakla beraber, kullanilan dozun
agsamal1 olarak arttirilmasi ile bu etki ortadan kaldirilabilmektedir. Galantamin 6ncelikle
Nivalin® adi altinda Avusturya’da onaylanmus, ardindan Reminyl® adi ile Amerika
Birlesik Devletleri’nde ve Tiirkiye dahil olmak {izere baz1 Avrupa tlilkelerinde lisans

almistir (Orhan ve Sener, 2003b).

Likorin ise bu familya i¢erisinde yaygin olan bir baska alkaloiddir. Antiviral, antitiimor,
antimalarial, sitotoksik ve antienflamatuvar aktiviteleri kamitlanmistir (Unver, 2007).
Likorin, kan kanseri hiicrelerinin hiicre dongiisiinii durdurarak canli hiicre sayisin
azaltan ve hiicre gelisimini baskilayan bir alkaloid olarak tanimlanmistir (Liu ve dig.,
2004). Ayrica pre-B lenfoid hiicre hattinda (KM3) hiicre dongiisiinii durdurdugu ve
apoptozisi tesvik ettigi bildirilmistir (Li ve dig., 2007). Son yillarda, 6zellikle likorinin
antitiimor/antikanser aktiviteleri yapi-aktivite iligkileri yoniinden de farkli gruplar

tarafindan (McNulty ve dig., 2009; Lamoral-Thyes ve dig., 2009) incelenmektedir.
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Likorinin ayrica romatizmal hastaliklarin tedavisinde kullanilan indomethacin adi
verilen ilagtan daha giiclii bir antienflamatuvar ajan oldugu (Citoglu ve dig., 1998),
Saccharomyces cerevisiae’ya kars1 antifungal aktivite gosterdigi (Del Giudice ve dig.,
2005), Trypanosoma brucei protozoa parazitine kars1 oldiiriicii etki gosterdigi (Mackey
ve dig., 2006), askorbik asit biyosentezini inhibe ettigi (Arrigoni ve dig., 2007), ¢icek
hastalig1 vaccinia viriisiine (Deng ve dig., 2007) ve ¢ocuk felci virlisiine (poliovirus)

(Hwang ve dig., 2008) kars1 aktif oldugu tespit edilmistir.

Hippeastrum vittatum (Amaryllidaceae) bitkisi soganlarinin diklorometan ekstresinin 5
farkl1 insan hiicre hatti (HT29 klon adenokarsinoma, H460 akciger karsinoma, RXF393
renal hiicre karsinoma, MCF7 gogiis kanseri ve OVCAR3 epitel yumurtalik kanseri)
tizerindeki sitotoksik etkisini gosteren ¢aligmada ekstre potansiyel antiproliferatif olarak
aktif bulnmus ve ekstreden izole edilen alkaloidler arasinda (montanin, likorin ve
vittatin), montanin alkaloidi en fazla miktarda bulundugundan, sitotoksik etkinin bu

alkaloid tarafindan gergeklestirildigi sonucuna varilmistir (Silva ve dig., 2008).

Krinamin ve hemantamin alkaloidlerinin, mikromolar konsantrasyonlarda tiimor
hiicrelerindeki apoptozisi tesvik ettigi belirlenmistir (McNulty ve dig., 2007). HeLa
(insan servikal karsinomu), Vero (Afrika yesil maymun bobrek epitel hiicresi) ve Jurkat
(insan T-hiicresi l0semi hiicre hatt1) hiicre hatlar1 ile yapilan antikanser ¢aligmasinda,
narsiklasin (Narsiklasin tipi alkaloid), likorin (Likorin tipi alkaloid) ve hemantamin
apoptozisi tesvik etme Ozellikleri ile birlikte, antiproliferatif etkileriyle de
tanimlanmistir. Ayn1 ¢alismada, kollajen yayilma analizi ile gergeklestirilen antiinvazif
ve antimetastatik aktivite analizinde bufanamid (Krinin halka-tipi alkaloid) en aktif
alkaloid olarak tanimlanmustir. Evidente ve Kornienko (2009) tarafindan
gerceklestirilen antikanser c¢alismasi, Amaryllidaceae alkaloidlerinin insan kanser

tedavisinde kullanilmasi agisindan oldukga 6nemli bulgular ortaya koymaktadir.

Pancratium maritimum, Leucojum aestivum ve Narcisus tazetta subsp. tazetta bitkileri
ile yapilan antimalariyal ¢alisma sonucunda likorin tipi, krinin tipi, tazettin tipi ve
galantamin tipi alkaloidler igerisinde 6-hidroksihemantamin, hemantamin ve likorin
Plasmodium falciparum’a kars1 en yliksek aktiviteyi, galantamin ve tazettin ise en

diisiik aktiviteyi gostermistir (Sener ve dig., 2003).
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Tiirkiye’de yetisen bazi tibbi bitkilerin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesine yonelik
yapilan Brine Shrimp Toksisite testinde, Amaryllidaceae familyasina ait Pancratium
maritimum, Leucojum aestivum ve Narcissus tazetta bitki ekstrelerinin 24 saatin
ardindan % 100 oraninda 6liime yol agtig1 belirlenmistir. Yine bu ¢alismanin sonucuna
gore Amaryllidaceae familyasina ait Leucojum aestivum ve Narcissus tazetta bitkileri,
Artemia salina larvalarininin yani sira boceklere, nematodlara ve mikroorganizmalara

kars1 genis spektrumlu aktivite gostermektedir (Sener ve dig., 1998).

Kaya ve Gozler (2005), Galanthus nivalis subsp. cilicicus bitkisinin etanol ve alkaloid
ekstreleri ile yaptiklar1 Brine Shrimp Toksisite testinde, bitki kisimlarina ait etanol
ekstreleriyle kiyaslandiginda alkaloid ekstrelerinin daha anlamli LCsy degerlerine sahip
oldugunu bildirmistir. Amaryllidaceae alkaloidleri igerisinde (-)-lycorine, (+)-
pinoresinol, (+)-11-hydroxyvittatine ve (+)-vittatine, Brine Shrimp Toksisite testinde
LCsy degeri icin 1000 pg/mL toksisite smir degerinin altinda sonuglar vererek,

sitotoksik acidan aktif olarak bildirilmistir (Kaya ve dig., 2004).

Sener ve dig. (1999) tarafindan yayinlanan ve Tirkiye’de yetisen Amaryllidaceae
familyasina ait baz tiirlerin alkaloid icerikleri ve biyolojik aktivitelerinin belirlenmesine
dayanan bir derleme calismasinda, Narcissus tazetta subsp. tazetta ve Leucojum
aestivum bitkilerine ait etanol ekstreleri Staphylococcus aureus, Pseudomonas
pseudomolli, Vibrio cholerae, Enterobacter cloacea, Corynebacterium hoffmanni, C.
diphteriae ve Salmonella typhi’ye kars1 antibakteriyel etki gdstermistir. Bunun yaninda,
her iki bitkinin de etanol ekstreleri antifungal, antimalariyal, antiplatelet ve insektisidal

aktiviteleri agisindan aktif bulunmustur.

Conforti ve dig., (2009) tarafindan Galanthus reginae-olgae subsp. vernalis
(Amaryllidaceae) bitkisinin farkli ¢oziiclilerde hazirlanan ekstreleriyle yapilan
antioksidan ve antikolinesteraz aktivitesi calismasinda, G. reginae-olgae subsp. alkaloid
ekstreleri, DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) serbest radikal giderim aktivitesi ve B-
karoten linoleik asit test sistemi ile Ol¢iilen antioksidan aktiviteleri agisindan yiiksek
sonuclar verirken, ayni zamanda asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi acisindan da
yiiksek aktivite gostermistir. Ozellikle etanol ekstresinin yiiksek antioksidan aktivite

gostermesi, etanol ekstresindeki polar fenolik bilesiklerin varlig ile iliskilendirilmistir.
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Crinum jagus ve Crinum glaucum (Amaryllidaceae) bitkilerinin igerdigi hamain ve
likorin alkaloidleri asetilkolinesteraz inhibisyonu agisindan en yiiksek aktiviteyi
gosterirken hemantamin ve krinamin en diisiik aktiviteyi gostermislerdir (Houghton ve

ark., 2004).

2. 4. Sternbergia Waldst. & Kit. TURLERI ALKALOIDLERININ KIMYASAL
ANALIZLERI VE BIYOLOJIiK AKTIVITELERI

Sternbergia Waldst. & Kit. cinsine ait tiirlerin igerdigi alkaloidlerin kimyasal analizleri
ile ilgili literatiir taramasinda Sternbergia lutea Ker-Gawl. tiirtinde lycorine, galanthine,
hippeastrine, tazettine, galanthamine, hippamine, sternbergine, lutessine (Evidente ve
dig., 1984a; Evidente ve dig., 1984b; Evidente 1986), (+)-pretazettine, (-)-
epimaritinamine,  (-)-maritinamine,  (+)-demethylaritidine,  (+)-haemanthamine,
(+)-11-hydroxyvittatine, (+)-vittatine, (-)-haemanthidine; Sternbergia sicula Tin. ex
Guss. Tiirlinde ise (+)-vittatine, (+)-11-hydroxyvittatine, (+)-tazettine, (+)-
haemanthamine, (-)-ll-epi-haemanthamine, (-)-haemanthidine, (+)-demethylmaritidine
(+)-buphanisine ve (-)-siculine (Pabucguoglu ve dig., 1989) alkaloidlerinin izole edildigi
bildirilmistir. Bu tez calismasinda ise fitokimyasal olarak Sternbergia fischeriana
(Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinden alkaloidlerin eldesi icin g¢aligilmis, 6
alkaloid daha izole edilmesine ragmen miktarinin azligr ve/veya spektral verilerin
tamamlanamamas1 yiiziinden su ana degin (—)-likorin alkaloidinin  yapisi

aydinlatilmigtir.

Sternbergia sicula ve Sternbergia lutea bitkileri ile yapilan antimikrobiyal aktivite
calismasinda, her iki bitkiye ait n-hegzan, etil asetat, etanol ve su ekstrelerinin Gram (+)
bakteri Staphylococcus aureus ATCC 6538-P susuna karsi aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Ancak higbir ekstrenin Enterococcus faecalis ATCC 29212 susu ve
Enterobacter cloacae ATCC 13047 susu bakterilerine karsi inhibisyon etkisi
gostermedigi tespit edilmistir. Escherichia coli ATCC 11230 ve Salmonella
typhimurium CCM 5445 bakteri suslarina karsit ekstrelerin ¢ogu inhibisyon etkisi
gostermistir. Candida albicans ATCC 10239 susuna karsi tim S. [utea ekstreleri
antifungal aktivite gdstermistir. Ayn1 sekilde S. sicula bitkisinin tiim ekstreleri mayaya

kars1 inhibisyon aktivitesi gdstermistir (Unver ve dig., 2005).
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Sternbergia clusiana ile yapilan bir ¢caligmada, kuru bitki soganlarinin oda sicakliginda
etanol ile ektraksiyonunun ardindan elde edilen likorin, hemantidin, hemantamin ve
tazettin alkaloidlerinin kobay albino erkek fareler {izerindeki analjezik etkileri
aragtirtlmistir. Calisma sonucuna gore dort alkaloidin de test edilen dozlar iizerinden
degerlendirildiginde aspirinden daha gii¢lii analjezik etkiye sahip oldugu belirlenmistir

(Tanker ve dig., 1996).

Aragtirmalarimiza gore Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. bitki ekstrelerinin
biyolojik aktiviteleri {izerine Tiirkiye’de yapilmis sadece iki ¢aligma bulunmaktadir.
Bunlardan birinde kuru bitkinin aseton ekstresinin Staphylococcus aureus ATCC
25923, Mycobacterium smegmatis CCM 2067, Enterococcus faecalis ATCC 15753 ve
Klebsiella pneumonia FML 5 bakteri suslarina karsi inhibisyon aktivitesi géstermesine
karsin, Corynebacterium xerosis UC9165, Micrococcus luteus A 2971, Bacillus
megaterium NRS, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus megaterium DSM
32 bakteri suglarina kars1 herhangi bir inhibisyon aktivitesi gostermedigi belirlenmistir
(Dostbil ve Agaoglu, 2003). Digeri ise ¢ok yeni bir yayin olup ii¢ Sternbergia tiri
tizerinde yapilan bir ¢alismada elde edilen alkaloidlerin HPLC ile kantitatif miktar
tayini ve bu alkaloidlerin analjezik, antienflamatuvar, antioksidan ve antimikrobiyal
aktivite tayinlerini kapsamakla birlikte ayrintili bir bilgiye rastlanmamistir (Citoglu ve

dig., 2008).

Bu tez ¢alismasinda ise Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. soganlarinin alkaloidce
zengin ekstresinin Brine Shrimp Toksisite testi ile sitotoksisitesi, Allium testi ile
genotoksisitesi, DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) serbest radikal giderim yontemi ve
B-karoten-linoleik asit sistemleriyle antioksidan aktivitesi ve Ellman ydntemiyle

antikolinesteraz aktivitesi incelenmistir.
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2.5. ANTIOKSIDAN AKTIVITE

Oksijen, canlilar i¢in hayati 6nem tasiyan bir bilesiktir. Oksijen, solunum ile alindiktan
sonra mitokondrilerdeki elektron tagima sisteminde asamali bir indirgenme islemine
girer ve suya metabolize olur (Cadenas ve dig., 2000). Ancak bazi durumlarda oksijen
reaksiyonu tamamlayamadan sistemden ayrilir. Bu durumda reaktif ara iiriinler olusur.
Bu reaktif ara tiriinler genel olarak Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) olarak adlandirilirlar
(Giilgin ve dig., 2003).

Yiikseltgenme yani oksidasyon, bir atom ya da molekiiliin bir alictya elektron vermesi
islemidir. Ylkseltgenme potansiyeli karsisindakine gore yiliksek olan madde
yukseltgenirken digeri indirgenir. Viicudumuzdaki ve besinlerdeki lipidler, proteinler,
karbonhidratlar ve niikleik asitler de oksidasyona ugrayabilmekte ve canli organizma
icin zararli olabilecek oksidasyon iiriinleri olusabilmektedir (Papas, 1996). “Oksidatif
Stres” seklinde tanimlanan bu durum, serbest radikallerin ve oksidanlarin lretimi ile

antioksidan savunma arasindaki dengesizlik i¢in kullanilan bir terimdir (Sies, 1985).

Insan viicudu, oksijen tiiketimine dayanan enzimatik sistemler araciligiyla ROS
tiretebilmektedir. Bu ROS az miktarda olduklarinda sinyal tagima ve biiylime
regiilasyonunda rol alarak faydali olabilmektedir. Ancak oksidatif stres durumunda,
ortamda bol miktarda bulunduklarinda, protein ve lipid gibi pek ¢ok molekiile saldirma
egiliminde bulunduklarindan, oldukga tehlikeli olabilmektedirler. ROS’nin 6zellikle
membran destabilizasyonu, DNA kirilmas1t ve diisiik yogunluklu proteinlerin
oksidasyonu yoluyla yogun olarak hiicre yaslanmasinda, mutagenezde ve koroner kalp

hastaliginda rol aldig1 bildirilmistir (Atmani ve dig., 2009).

Hiicre, gerek siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi enzimler ile endojen savunma sistemi
aracilifiyla, gerekse C vitamini ve E vitamini (alfa tokoferol) gibi antioksidanlar ile
eksojen savunma sistemi araciligitya ROS’nin etkilerini en aza indirgeme yolundadir.
Son yillarda sebze ve meyvelerin tiiketilmesiyle kanser ve kardiyovaskiiler hastalik
riskinin azalmasi konusundaki c¢aligmalar yogunluk kazanmaktadir. Diinya

genelinde pek ¢ok bitkinin gii¢lii antioksidan kapasiteye ve serbest radikalleri yakalama
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aktivitesine sahip oldugu kanitlanmistir (Atmani ve dig., 2009). Dogal antioksidanlar,
flavonoitler basta olmak iizere sinnamik asit tiirevleri, kumarinler, tokoferoller, organik
asitler gibi bitkilerde ikincil metabolit olarak olusan fenolik maddelerdir (Oztiirk ve

dig., 2004).

Bitkilerin yararli ve saglikli etkilerini flavonoitler araciligiyla gergeklestidigi
bilinmektedir. Flavonoitler, bitkileri ultraviyole isimlara ve hatta herbivorlara karsi
koruyan ikincil metabolitlerdendir. Flavonoitlerin bu etkileri, elektronlar1 serbest
radikallere doniistiirme, antioksidan enzimleri aktive etme, alfa tokoferol radikallerini
indirgeme ve miyeloperoksidaz, ksantin oksidaz ve NADPH (nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat) oksidaz gibi serbest radikal {ireten enzimleri inhibe etme gibi

ozellikleri aracilifiyla gerceklestirdikleri belirlenmistir (Atmani ve dig., 2009).

Organik asitler, karotenoidler ve taninler de fenolik antioksidanlar ile birlikte sinerjik
etki gostererek antioksidan gorevi géormektedir (Giilgin ve dig., 2004). Fenoller, benzen
halkasina bagli hidroksil grubu igeren ve bu 6zellikleri dolayisiyla zincir kirilmasi ile
peroksil radikallerini giderici rol oynayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ettikleri i¢in
in vitro testlerde giiclii antioksidan olarak kullanilan 6nemli bitki bilesenleridir (Diri
Akay, 2006). Fenolik bilesikler ile antioksidan aktivite arasinda istatistiksel olarak

onemli bir iligkinin varlig1 Velioglu ve dig. (1998) tarafindan bildirilmistir.

ROS, siiperoksit anyon radikali (O,") ve hidroksil radikali (OH") gibi serbest radikalleri
iceren aktive olmus oksijen formlar1 igermektedir (Gilil¢in ve dig., 2003). Serbest
radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron igeren molekiillerdir ve
reaksiyona girme kapasiteleri oldukca yiiksektir. Tablo 2.1 de Reaktif Oksijen Tiirleri
(ROS) verilmistir. ROS’nin yanisira, hiicrede reaktif azot tiirleri de meydana

gelmektedir (Tablo 2.2).

Canli organizmalarda ¢ok ¢esitli ROS c¢esitli yollarla meydana gelebilir. Normal aerobik
solunumda, hiicrelerde iiretilen oksidanlarin ana kaynagi peroksizomlar, lokositler ve
makrofajlar olarak tanimlanabilir. Serbest radikallerin eksojen kaynaklar1 ise tiitiin

kullanilmasi, radyasyon, bazi Kkirleticiler, organik c¢oziiciiler ve pestisitler olarak
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verilebilir (Giilgin ve dig., 2003). Ultrason ve mikrodalga radyasyonlar1 da oksidanlarin

olusumuna neden olabilmektedir (Sies, 1997).

Tablo 2.1: Reaktif Oksijen Tiirleri (Formiil) (Halliwell ve Gutteridge, 1999)

Siiperoksit anyonu (O,")
Hidroksil (OH)
Alkoksil (RO"/ LO")
Peroksil (ROO"/ LOO")
Hidroperoksil (HO,")
Hidrojen peroksit (H,0,)
Ozon (O3)

Singlet oksijen ('AO,)

Tablo 2.2: Reaktif Azot Tiirleri (Formiil) (Halliwell ve Gutteridge, 1999)
Nitrik oksit (NO,)
Peroksinitrit (ONOO")
Peroksinitrik asit (ONOOH)
Diazot trioksit (N,O3)

Serbest radikallerin hiicre i¢inde proteinler, lipidler, karbonhidratlar, enzimler ve DNA
(Deoksiriboniikleik Asit) tizerinde 6nemli etkileri vardir. ROS, DNA zincirlerine zarar
vermekte, piirin ve pirimidin bazlarinda da modifikasyonlar olusturabilmektedir. DNA
molekiiliine saldirmalar1 sonucuda yaslanma ve kanser gibi ¢esitli sonuglar meydana
getirebilirler. Serbest radikaller, proteinlerin peptid baglarin1 koparabilirler. Hiicre
membranindaki proteinleri yikarak, hiicrenin O&liimiine sebep olabilirler. Lipidler
tizerindeki etkisi “lipid peroksidasyonu” olarak adlandirilir. Lipidlerin peroksidasyonu,
karbonil ve alkenler gibi hiicreye zararli bir¢ok bilesigin olugsmasina neden olur
(Loeckie ve dig., 1999). Reaktif oksijen ve azot tiirleri (serbest radikaller) insan
viicudunda kendiliginden olusur (endojen kaynakli) veya dis etkenler ile (eksojen
kaynakli) viicuda girer. Hiicrede serbest radikallerin miktar1 arttikca, oksidatif stres bas
gosterir. Oksidatif stres, serbest radikallerin ve oksidanlarin {iretimi ile antioksidan

savunma arasindaki dengesizlik olarak tanimlanmistir (Sies, 1997).
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Antioksidanlar ise, ortamda bulundugu takdirde serbest radikallerin zararlarini
geciktiren veya en aza indirgeyen molekiillerdir. Antioksidan savunma sistemi, serbest
radikal olusumunu en aza indirgese de % 100 etkili degildir. Bu nedenle besinler
yoluyla antioksidanlarin alinmasi, insan sagligin1 korumak adina énem kazanmaktadir.
Hidroksil radikallerinin DNA’ya hasar vermesi, hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde
goriilmektedir. Bu durum, yasa bagl olarak kanser hastaliginin artmasina sebep olarak
gosterilebilir. Ayni sekilde lipid peroksidasyonu da arterosklerozis hastaligini
tetiklemektedir (Halliwell, 2009). Antioksidanlar ~ genellikle lipidlerin
peroksidasyonundan kaynaklanan besin kalitesindeki koétiilesmeyi engellemek igin

kullanilirlar (Giilgin ve dig., 2004).

Bir¢ok klinik bozuklugun patogenezinde dogal antioksidan savunma sisteminin
eksikligi sonucu serbest radikallerin yol agtig1 oksidatif stres yer almaktadir. Cogu
hastalikta, hastaligin aktivitesi arttikca oksidan olusumu artar. Bu nedenle potansiyel
antioksidan terapisi gerek antioksidan enzimlerin ¢alismasi icin, gerekse dogal serbest
radikal giderim aktivitesi i¢in gereklidir. Hastaliklar, oksidatif stres ile antioksidan
savunma sistemi arasindaki dengesizlikten kaynaklandigindan, antioksidan katkilar ile
oksidatif doku hasarini en aza indirgemek ve boylece hastaligin ilerlemesini 6nlemek
miimkiin goriinmektedir. Oksidatif hasarlar, diyabet ve Alzheimer hastalig1 gibi pek ¢cok
kronik hastalig1 tetiklemektedir (Conforti ve dig., 2009).

ROS, hiicre =zar1 lipidlerinin peroksidasyonunu baglatma ve bdylece lipid
peroksidasyonunun birikmesine yol agma egilimine sahiptir. Bu peroksidasyon iiriinleri
veya bunlarin sekonder oksidasyon firiinleri, 6rnegin malondialdehit (MDA), oldukca
reaktiftir ve protein, amin ve DNA gibi biyolojik substratlar ile reaksiyona girerler
(Kehrer, 1993). 1940’11 yillarin sonunda lipid peroksidasyonunun bazi fenolik bilesikler
aracilifiyla inhibe edildiginin kesfinden sonra, sentetik antioksidanlarmm gida
endiistrisine uygulanmasi gergeklesmistir. Lipid peroksidasyonu gidalarin bozulmasina
yol acan en Onemli etken olup, gidalarda fonksiyonel 6zelliklerin ve besinsel degerin

kaybina yol agmaktadir (Giilgin ve dig., 2004).
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Giliniimiizde BHA (Biitillenmis hidroksi anisol), BHT (Biitillenmis hidroksi toluen) ve
TBHQ (z-biitilhidroksikinon) gida endiistrisinde gidalarin oksidatif bozulmasini
Onlemek iizere en c¢ok kullanilan sentetik antioksidan maddelerdir. Ancak BHA ve
BHT’nin, yiliksek ugucu karaktere sahip olmasi ve artan sicakliklar karsisinda
stabilitesini kaybetmesi (Giil¢in ve dig., 2004) gibi 6zelliklerinin yani sira karaciger

hasarlar1 ve kansere neden oldugu diisiiniilmektedir (Oztiirk ve dig., 2007).

Bu nedenle sentetik antioksidanlarin yerini tutabilecek, bitkilerde dogal olarak bulunan
giivenilir antioksidanlarin bulunmasi i¢in yapilan calismalar giderek 6nem kazanmis ve
dogal kokenli ve daha etkili bilesiklerin kesfiyle ilgili arastirmalar artmistir (Oztiirk ve
dig., 2007).

2. 5. 1. Antioksidan Cesitleri

Genel olarak antioksidanlar iki gruba ayrilir; Birincil Antioksidanlar ve lkincil
Antioksidanlar. Birincil antioksidan maddeler, zincir kirma tepkimeleri olusturan veya

serbest radikal temizleyen tiirlerdir (Ugar, 2004).

Birincil antioksidanlar, eser miktarlar bulunduklarinda bir lipid radikali ile etkileserek
oksidatif reaksiyonun baslamasini geciktirir veya durdurur. BHT ve BHA birincil

sentetik antioksidanlara 6rnek olarak verilebilir (Antolovich ve dig., 2002).

Ikincil antioksidan maddeler veya koruyucu antioksidan maddeler ise, metallerin
aktivasyonunu azaltici, lipid hidroperoksitlerin istenmeyen ugucu tiirlere par¢alanmasini
engelleyen, tekli oksijen yakalayan ya da birincil antioksidanlarin yeniden iiretimini
saglayan tiirlerdir (Ugar, 2004). Askorbik asit ve beta karoten, ikincil antioksidanlara
ornek olarak verilebilir (Antolovich ve dig., 2002).

2. 5. 2. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi i¢in bircok yontem bulunmaktadir. Uygulanan
yonteme bagli olarak, ekstrelerin kimyasal yapisina, bilesenlerin farkli fonsiyonel
gruplaria, polaritelerine ve kimyasal davranislarina goére sonuglarin degismesi

muhtemeldir. Bu nedenle, ekstrelerin antioksidan potansiyellerinin ¢oklu analizler ile
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degerlendirilmesi uygun olmaktadir (Oztirk ve dig., 2007). Calismamizda DPPH
Serbest Radikal Giderim Yontemi ve [B-Karoten Linoleik Asit Yontemi (Toplam
Antioksidan Aktivite Tayini) kullanilmistir.

2.5. 2. 1. DPPH (1, 1-Difenil-2-pikrilhidrazil) Serbest Radikal Giderim Yontemi

Bu yontem, hidrojen verici antioksidanlarin kararli bir serbest radikal olan DPPH ( 1,1-
difenil- 2- pikril- hidrazil) ile reaksiyona girmesi ve bu radikali siipiiriim aktivitesi ile a-
a-difenil-B-pikril hidrazin’e doniistlirmesi reaksiyonuna dayanir. Renk degisimi
(karakteristik mor rengin acilmasi), antioksidan bilesiklerin siipiirim potansiyelini ifade
eder. Orneklerin absorbans degisiklikleri 517 nm’de 6lciiliir (Benabadji ve dig., 2004).
Antioksidanlar radikallere proton vererek absorbsiyonu azaltir, reaksiyon karigiminin
diisiik absorbsiyon gostermesi serbest radikal giderim aktivitesinin yiiksek oldugunu

belirtir (Giilgin ve dig., 2004).

2. 5. 2. 2. p-Karoten-Linoleik Asit Yontemi (Toplam Antioksidan Aktivite Tayini) :

Antioksidan bilesiklerin varliginda, bir serbest radikal olan linoleik asitin nétralize
edilmesi sonucu B-karoten yikiminin durdurulmasina dayanir. 50 °C’ de inkiibe edilen
numunelerin 490 nm’de 15 dakikalik araliklarla B-karoten’in rengi giderilene kadar

spektrofotometrik olarak dl¢iilmesi ile belirlenir (Benabadji ve dig., 2004).

2. 6. SITOTOKSIK AKTIVITE

Bitkilerin ila¢ olarak kullanilmasi ile ilgili Diinya Saglik Teskilat1 (World Health
Organization, WHO) tarafindan belirlenen temel kriterlerden biri de toksik
olmamalaridir (Sowemimoa ve dig., 2007). Kimyasal maddelerin insan ve hayvanlarda
olusturdugu toksik etkiler akut ve kronik olarak gelisir. Akut toksisite saptanmasinda
bagvurulan deneylerin amaci, biyolojik sistemlerde kimyasal maddelerin toksik
etkilerini belirlemek ve doz-yanit iliskisinde karakteristik veriler elde etmektir. Bu
veriler, yeni droglarin klinige uygulanmasindaki olabilirlik derecesini ortaya
koymaktadir (Karayel, 2006). Akut toksisitede mortalite testi, kronik toksisitede ise
dokulardaki patolojik incelemeler yapilir. Akut toksisitenin arastirilmasinda ortalama
letal doz (LDsy veya LCsy degerleri ) tayini kullanilir. LDsy, deney hayvanlarinin belirli
kosullarda ve dogrudan uygulanan toksik maddenin, bu hayvan populasyonununun %

50’sini 6ldiiren dozu olarak tanimlanir. LCs ise, belirli bir siire igerisinde, ortamda (su,
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hava gibi) bulunan kimyasal maddeye maruz kalan deney hayvanlarinin veya hiicre
kiiltiirtiniin % 50’sini 6ldiiren madde konsantrasyonu olarak tanimlanir. Bu tanimlar,
Ekonomik Isbirligi ve Gelisme Kurulusu (The Organization For Economic Coorperation
and Development: OECD) tarafindan “Bir maddenin deney hayvanlarmin % 50’sini
Oldiirecegi beklenen ve istatistiksel olarak tayin edilen tek dozu” seklinde
tanimlanmaktadir. Diger bir deyisle bir maddenin letal doz degeri sabit degildir ve
spesifik bir hayvan toplulugunda, belirlenmis kosullarda doz-letalite (cevap) iliskisini
gosteren istatistiksel bir terimdir. LDsy ve LCsy degerleri, grafiksel yontemler ile

hesaplanir (Vural, 2005).

2. 6. 1. Brine Shrimp Toksisite Testi

Aremia salina larvalari, LCsy diizeyinin tespitinde kullanilan toksisite test
organizmalarindan biridir. Artemia salina L., (1758), Crustacea alt subesi,
Branchiopoda simifi Anostraca takimma bagli bir kabukludur. Son derece tuzlu

ortamlarda yayilim gdstermektedir (Basbug, 1999).

Bu larvalar, giinlimiizde biyolojik aktiviteleri aragtirilan 6rneklerin sitotoksisitelerinin
tayininde olduk¢a genis bir sekilde kullanilmaktadir. Dolayisiyla, toksik maddelerin in
vivo olarak Artemia salina larvalarina olan oldiiriicti etkisi, hizli ve basit bir yontem
olarak “Brine Shrimp Lethality Assay”in kullanilmasina olanak saglamaktadir (Karayel,

2006).

Artemia salina’ nin kullanildig1 bazi sucul toksisite testleri ile, rodentlerin (fare veya
sican) kullanildig1 toksisite testleri arasinda bir korelasyon olup olmadigini anlamak
lizere baz1 caligmalar yapilmis ve olumlu sonuclar elde edilmistir. Her iki testten elde
edilen LDsy degerleri, ayn1 kimyasallarin insanlar i¢in gegerli olan akut oral letalite
verileriyle kiyaslandiginda, sonuglar arasinda genellikle iyi bir korelasyon oldugu
gozlenmistir. Benzer olarak, bu kimyasallarin, oral akut toksisite potansiyellerinin test
edilip, insanlar i¢in gecerli olan akut dozlarla kiyaslandiginda; sucul testlerin, rodent
testlerine nispeten biraz daha iyi sonuglar verdigi gozlemlenmistir. Ancak sucul
toksisite testlerinin, suda ¢oziinebilen maddelerin toksisite degerlerinin saptanmasinda
daha uygun olduguna da deginilmistir. Yine baska bir calismada ise, Artemia salina ile

yapilan bu testin modifiye edilmis sekli ile alinan sonuglar, memeli hiicre kiiltiirleri ile
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yapilan toksisite testlerinde alinan sonuclarla karsilastirilmis ve birbiriyle uyumlu

sonugclar elde edilmistir (Karayel, 2006).

2.7. GENOTOKSIK AKTIVITE

Hiicre boliinmesi makromolekiiler diizeyde karmasik bir takim biyokimyasal olaylari
iceren ve birbirini izleyen cesitli islemler sonucu gerceklesmektedir. Canlilarin biiytime
ve geligsmesi, bu canlilar1 olusturan hiicrelerin diizenli bliylime ve ¢cogalmasina baglidir

(Inceer ve Beyazoglu, 2000).

Kimyasal ajanlarin organizmalarda yol actig1 hasarlar arasinda, genotoksik ve mutajenik
etkiler, nesilden nesile aktarilabilecek genetik hasarlar meydana getirme kapasiteleri
acisindan en olumsuz olanlardir. Bu nedenle, DNA ile reaksiyona giren bilesenleri
tanimlama adina genotoksik ve mutajenik analizlerin gelistirilmesi, ¢evresel kalitenin
saglanmasi adina 6nem kazanmaktadir. Bu anlamda kullanilan test sistemleri, kullanilan
biyolojik sisteme ve bu sistemin verdigi genetik sonucuna gore gruplandirilabilir.
Prokaryotlarin kullanildig1 analizler gen mutasyonunu ve birincil DNA hasarlarini
tesvik eden ajanlari belirleyebilmektedir. Ote yandan, 6karyotlarin kullanildig1 analizler,
gen mutasyonlarindan kromozom hasarlarina kadar pek ¢ok genetik etkiyi
belirleyebilmektedir (Leme ve Marin-Morales, 2009). Genotoksik analizlerde bitkiler
kolay bulunabilir ve depolanabilir olmalari, ¢ogunlukla uygun kromozom sartlarina
sahip olmalari, ucuz olmalar1 ve en 6nemlisi diger test sistemleri ile iyi bir korelasyon

gostermeleri agisindan elverisli organizmalardir (Fiskesjo, 1985).

Giliniimiizde en sik kullanilan yiiksek organizasyonlu bitkisel kaynaklar Allium cepa,
Vicia faba, Zea mays, Tradescantia, Niotiana tabacum, Crepis capillaris ve Hordeum
vulgare olarak siralanabilir. Bunlarin arasinda A4.cepa, diisiik kromozom sayis1 (2n=16)
ve kromozomlarmin biiyiik ve iyi gorliinimde olmalar1 nedeniyle mitotik dongiide
kromozomal anormallikleri ve dagilimlarini goriintiilemedeki sartlarin uygun olusu

acisindan en ¢ok tercih edilen organizma olmaktadir (Leme ve Marin-Morales, 2009).

Bir bitkisel test sistemi olan Allium testi ile sogan bitki koklerinin biiylimesini

engelleyen uygulamalarin toksisiteleri Olciilebilmektedir. Allium cepa soganlarinin bir
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test sistemi olarak kullanilmasi ilk defa Levan (1938) tarafindan tanimlanmistir
(Fiskesjo, 1985). Giiniimiize kadar Allium testi, bitkisel kokenli antikanser ilaglar1 da
dahil olmak tizere farkli bilesiklerin sitostatik, sitotoksik, genotoksik ve mutajenik
Ozelliklerini belirlemede siklikla kullanilan bir yontem haline gelmistir (Kuras ve dig.,
2009). A.cepa kok meristem hiicrelerinde hiicre siklusu yaklagik 20 saattir (Rank ve
Nielsen, 1993).

Allium testi, toksisitenin belirlenmesinde ve izlenmesinde kullanilan oldukga faydali bir
biyolojik yontemdir. Cok cesitli bilesiklerin anti-mitotik aktivitelerinin ve sitotoksik
degerlendirmelerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Oloyede ve dig., 2009). Allium
testi, genis kullanim alanina sahip bir testtir ve dkaryotlar ve prokaryotlarin kullanildigi

test sistemlerinde goriilen sonuclara es sonuglar vermektedir (Metin ve Biiriin, 2008).

Literatiirde genotoksik etkinin Allium testi ile belirlenmesi ile ilgili pek ¢ok calismaya

rastlamak mumkindir.

Liliaceae familyas1 Colchicum tiirlerinden elde edilen bir alkaloid olan kolsisinin
poliploidiye yol agtiginin kesfinden sonra bitkisel kokenli pek ¢ok alkaloidin sitolojik
anormaliklere yol actig1 bildirilmisir (El-Khier ve El-Khier, 1992). Antimitotik bir ajan
olan kolsisin, hiicrelerin bdliinmesini saglayan mikrotiibiillerin olusumu ve mitotik ig
ipliklerinin normal fonksiyonunu onleyerek metafaz asamasini durdurur. Bu olay
hiicrede kromozom sayisinin iki katina ¢ikmasini saglar ve poliploid yapilar ortaya
cikar. Kolsisinin bu etkiye sahip oldugunun kesfedilmesi, bitki ve hayvan hiicrelerinde
bu aktivitesi iizerine 6nemli ¢alismalar yapilmasia ve tip ile biyoloji dallarinda bu

Ozellikten yararlanilmasina firsat dogurmustur (Yesiltepe, 2006).

Akinboro ve Bakare (2007), Borreria filiformis ve Vinca rosea sulu ekstrelerinin
Allium testinde meydana getirdikleri kromozom anormalliklerinden vinkristin ve

vinblastin alkaloidlerinin sorumlu oldugunu 6ne siirmiislerdir.

Tibbi bitki ekstrelerinin 4. cepa kOk ucu mitoz bdliinmesine olan etkileri

kromozomlarin dagilmasi ile sonuglanan eksen bozulmalari, kromozomlarin yapismasi,
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anafaz kopriilerinin olugmasi ve bunun gibi ¢esitli anormallikler seklinde goriillmektedir

(Abu ve Duru, 20006).

Akinboro ve Bakare (2007), Azadirachta indica (Meliaceae), Morinda lucida
(Rubiaceae), Cymbopogon citratus (Graminae), Mangifera indica (Anarcadiaceae) ve
Carica papaya (Caricaeae) bitkilerinin sulu ekstreleri ile yaptiklar1 Allium testine gore,
makroskobik ve mikroskobik parametreler arasinda dogrusal bir iliski odugunu, A/lium
cepa’da kok gelismesi azaldiginda, boliinen hiicre sayisinin da azaldigimi bildirmistir.
Calisma sonucunda, kok gelisiminde uygulanan doza baglh olarak azalmanin meydana
geldigi goriilmiistir. Calismada gozlenen eksen diizensizliklerinin, test edilen
ekstrelerdeki alkaloid varligindan ileri geldigi belirtilmistir. Test edilen ekstreler, Allium

cepa’da kok gelisimi iizerine baskilayici etki gostermistir.

Kuras ve dig. (2009), Uncaria tomentosa (kedi pengesi) bitkisinin alkaloid icermeyen
(Alkaloid Free/AF) ve alkaloidce zengin (Alkaloid Rich/AR) ekstrelerinin mitotik
aktivite ve kromozomlar tlizerindeki etkilerini arastirmak tizere yaptiklar1 Allium testi
sonucunda, alkaloidce zengin olan ekstrenin kromozomlar iizerindeki etkilerinin daha
fazla oldugu, mitozun gecikme veya inhibisyona ugradig1 ve mitotik fazlarin degistigini

gozlemistir.

Allium testinde pozitif sonug¢ alinmasi, bir uyar1 niteligi tasimakla beraber, test edilen
numunenin ¢evre ve insan sagligi adma risk olusturdugu goz Oniine alinmalidir.
Cevresel kirleticiler tarafindan olusturulan toksik etkilerin en 6nemlisi, genotoksisitedir.
Genotoksik bilesikler, insan populasyonu ve dogal ekosistem adina tehdit
olusturmaktadir (Odeigah ve dig., 1997). Literatlirde Sternbergia fischeriana (Herbert)

Rupr. bitkisiyle ilgili genotoksik bir ¢alismaya rastlanmamastir.
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2. 8. ANTIKOLINESTERAZ AKTIVITE

Asetilkolin Oncelikle asetilkolinesteraz ve ikincil olarak biitirilkolinesteraz enzimleri
tarafindan inhibe edilen ve Alzheimer hastaliginin patolojisinde rol oynadigi bilinen, iki
sinir hiicresi arasinda iletisimi saglayan bir kimyasaldir. Her iki enzim de beyinde
bulunur. Alzheimer hastaliginin etiyolojisi halen ac¢ikliga kavusturulmamasina ragmen,
asetilkolinesteraz (AChE) enziminin inhibisyonunu saglayarak asetilkolin miktarinin
arttirtlmasi, Alzheimer hastaliginin tedavisinde gelistirilen en etkili strateji olarak
bilinmektedir. Bu nedenle, Alzheimer hastaliginin tedavisinde asetilkolinesteraz
(AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) inhibitorleri kayda deger tedavi alternatifleri
olarak diistintilmektedir (Orhan ve dig., 2004).

Asetikolinesteraz (AChE) enziminin temel rolii, asetilkolin (ACh) seviyesinin kontrol
edilmesidir. Asetilkolin, beyinde korteksde yer alan ve sinirsel uyarilar1 tagiyan
kimyasal bir maddedir (Adsersen ve dig., 2007). AChE ’nin inhibisyonu, Alzheimer ve
Parkinson hastaliklarinin tedavisinde stratejik rol oynar. Alzheimer hastaligina bagh
olarak gelisen bilissel bozuklugun tedavisinde kullanilan tacrine, donepezil,
rivastigmine gibi az sayida sentetik ila¢ bulunmaktadir. Ancak bu bilesiklerin yan
etkilerinin olmas1 ve sentetik yerine dogal ajanlarin bulunabilme imkanlari, daha iyi
AChE inhibitdrlerinin arastirilmasina gereksinim dogurmustur (Mukherjee ve dig.,

2007).

Asetilkolin beyinde serebral korteksin sinapsinda bulunur. Alzheimer hastalarinda
goriilen temel problemlerden biri, serebral kortekste bir bozukluk meydana gelmesidir
(Bierer ve dig., 1995). Alzheimer hastalifinin semptomatik tedavisinde kullanilan
tedavi edici ajanlar, asetikolinesteraz inhibisyonu ile ACh seviyesini arttirir. Bu etkiye
sahip bilesiklerin, hafiza kaybi1 ve yaslanmayla iliskili biligsel bozulma durumunda

geleneksel olarak kullanilan bitkilerde mevcuttur (Houghton ve dig., 2004).

[lk AChE inhibitdrii, Whitehouse tarafindan 1993 yilinda 1, 2, 3, 4-tetrahydro-9-
aminoacridine (tacrine) olarak bildirilmistir. Gliniimiizde Alzheimer hastaliginin
semptomatik tedavisinde donepezil (Kelly ve dig., 1997), galantamine (Scott ve Goa,
2000) ve rivastigmine (Gottwald ve Rozanski, 1999) kullanilmaktadir (Mukherjee ve
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dig., 2007). ilk olarak Avusturya’da Nivalin ® adi ile satilan ve ardindan Reminyl® adi
ile lisans1 onaylanan ila¢ (Orhan ve Sener, 2003a) galantamin alkaloidinin hidrobromiir

tuzu seklinde piyasaya sunulmaktadir (Lopez ve dig., 2002).

Alzheimer hastalarinda asetilkolinesteraz seviyesi azalirken, biitirilkolinesteraz
aktivitesi artar ve AChE ile BChE arasindaki oran normal kisilerde 0,6 iken, hastaliga
sahip kisilerde 11°¢ kadar c¢ikabilmektedir. Giliniimiizde Alzheimer hastaliginin
bulgularinin tedavisinde kolinesteraz inhibisyonu en sik kullanilan tedavi seklidir.
Kolinerjik bozuklugun diizeltilmesinde AChE (EC3.1.1.7) ve BChE (EC3.1.1.8)
enzimleri hedeflenir (Adsersen ve dig., 2007). Bdylece kolinerjik ndronlar arasindaki

sinapslarda mevcut asetilkolin miktarinin artig1 saglanmaktadir (Jung ve Park, 2007).

Bitkisel kaynaklardan potansiyel AChE inhibitorlerinin tanimlanmasina yonelik
etnofarmakolojik yaklasimlar ve biyoanalizler giin gectikce artmaktadir. AChE
inhibitorlerinin belirlenmesine yonelik pek cok yontem, Ellman tarafindan 1961°de
tanimlanan Ellman reaksiyonlarina dayanmaktadir (Ellman ve dig., 1961; Mukherjee ve

dig., 2007).

AChE inhibitorleri ile ilgili c¢aligmalarin c¢ogu, galantamin gibi asetilkolinesteraz
inhibisyon aktivitesine sahip alkaloidler iizerine yogunlasmistir. Bugiine kadar 35’ten
fazla alkaloidin AChE inhibisyon aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir. Bu aktiviteye
sahip oldugu belirlenen diger bilesenler ise terpenoidler, glikozidler ve kumarinler
olarak bildirilmistir. Acanthaceae, Apocynaceae, Amaryllidaceae, Angelicae, Araceae,
Asclepiadaceae, Berberidaceae, Buxaceae, Combretaceae, Compositae, Coniferae,
Cyperaceae, Ebenaceae, Ericaceae, Euphorbiaceae, Fumariaceae, Gentianaceae,
Guttiferae, Lamiaceae, Leguminosae, Lilliaceae, Lycopodiaceae, Malvaceae,
Magnoliaceae, Menispermaceae, Molluginaceae, Moraceae, Musaceae,
Nelumbonaceae, Papaveraceae, Piperaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Sapotaceae,
Solanaceae ve Tamaricaceae, AChE inhibisyon potansiyeline sahip bitkilerin yer aldig1

familyalar olarak bildirilmistir (Mukherjee ve dig., 2007).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKIi MATERYALI

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. (Amaryllidaceae) bitkisi, Mugla ili Merkez
Diigerek mahallesinden Mugla’ya giden yolun 1.km’sinde, yolun sag taraflarinda
bulunan 600 m rakimli makilik alandan 14 Mart 2009 tarihinde toplanmistir. Bitkinin
teshisi Mugla Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Ogretim Uyesi Do¢.Dr.Omer Varol
tarafindan yapilmistir. Bitki, Mugla Universitesi Herbaryumu’na O.V. 4224 (MUH) no
ile kayithdir.

3. 1. 1. Bitki Ekstresinin Hazirlanmasi

Bitkinin soganlari, toprak ve st kabuklarindan temizlenerek, golgede kurutuldu.
Kuruyan soganlar bir mutfak robotunun dograyici kismu ile toz haline getirildi. Toz hale
getirilen soganlar 2,5 L metanol ile ii¢c kez ard arda 3 giin siire ile (72 saat) masere
edildi. Toz haline getirilen soganlarin agirligi 1.647 g olarak tartildi. Rotaevaporatorde
¢Oziicilileri ugurulduktan sonra elde edilen metanol ekstrelerine A sembolii verildi. Bu
ekstre az miktarda suda ¢oziildiikten sonra % 10’luk asetik asit ile pH 2.8’e getirildi ve
ayirma hunisinde kloroform ile ekstre edildi. Kloroform fazina gecen kisim alkaloid
icermemektedir. Kloroform rotaevaporatérde uguruldu, elde edilen ekstreye B sembolii
verildi. Daha sonra ayirma hunisinde kalan sulu kisim % 25’lik amonyak ile pH 8.5’e
ayarlandi ve kloroform ile ekstre edildi. Bu islem sulu fazda alkaloid kalmayimncaya
kadar tekrar edildi. Alkaloid teshisi, sulu kismin ince tabaka kromatografisinde
aliiminyum oksit plaklar kullanilarak Dragendorff belirteci ile turuncu renk vermesiyle
yapildi. Kloroform fazina gecen kisim alkaloid icermektedir. Kloroform
rotaevaporatorde uguruldu, boylece elde edilen ekstreye C sembolii verildi Sekil 3.1°de
ekstrelerin hazirlanis1 gosterilmektedir (Atta-ur-Rahman ve dig., 1995; Boga, 2007).
Calismamizin bundan sonraki kisminda bahsedilecek tiim analizler, alkaloid igeren C
ekstresi tizerinden gercgeklestirilmistir. Bu ekstre, bundan sonraki kisimda “Sternbergia

fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresi” olarak adlandirilmistir.
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Toz Bitki
l Metanol ile masere edildi

Metanol ekstresi (A)

l Suda ¢oziildii
%10' luk CH3COOH ile pH 2.8' e getirildi
Asitli Kisim
CHCls ile ayirma

hunisinde 4 kez
ekstre edildi.

Alkaloid icermeyen kisim (B) Sulu Kisim

l

% 25' lik sulu NH3 ile pH 8.5' e getirildi

l

Notr Kisim
CHCls ile ayirma
hunisinde 4 kez
ekstre edildi.
Sulu Kisim Alkaloid i¢eren Kisim (C)

Sekil 3.1 : Ekstrelerin hazirlanisi.
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3.2. KIMYASAL ANALIiZLER

3. 2. 1. Kolon Kromatografisi

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresini fraksiyonlandirmak
tizere kolon kromatografisi yontemi uygulanmistir. Kolon kromatografisinde kullanilan

kolonun &zellikleri asagida gosterilmistir:

Kolon Sartlar:

Kolon Boyutlari: 75 cm. x 3 cm.

Adsorban: Silikajel

Coziicii Sistemi: Petrol eteri ile baslanip artan oranlarda sirasiyla gradient
¢oziicliler diklorometan, aseton, metanol kullanildi.

Fraksiyon Hacmi: 50 mL

Materyal: Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresi

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. bitkisinin kuru sogan alkaloid ekstresinin
paketleme yontemiyle ucuna pamuk yerlestirilerek silika jel adsorban (50 cm. kadar) ile
doldurulmus 75 cm.’lik bir agik kolonda ilavesinden sonra gittikce polaritesi artan
coziiciilerle eliie edilerek fraksiyonlandirildi. Eliisyona (yikama iglemine) petrol eteri ile
baslandi, artan oranlarda diklorometan ilave edildi, % 100 diklorometandan sonra
gradient olarak aseton kullanildi ve tamamen asetona gecildikten sonra % 100 metanole
kadar yikamaya devam edildi. Toplanan 104 fraksiyonun ince tabaka kromatografisi
(ITK=TLC / Thin Layer Chromatography) yapilarak benzer fraksiyonlar birlestirildi.
Likorin alkaloidi alkaloidce zengin kisim olarak izlenen diklorometan - aseton (95:5) -
(80:20) ¢oziicii sistemi ile yikanirken gelen fraksiyonlarin birlestirilmesi ve buradan
kristalizasyonla elde edildi. Miktarlarinin ¢ok daha az ve NMR (Niikleer Manyetik
Rezonans) spektrumlarinin tamamlanamamasi nedeniyle heniiz yapisi aydinlatilamayan
diger alkaloidler de genelde bu ¢dziicli sistemiyle ve daha polar ¢oziiciilerle yikama
esnasinda elde edildi, hatta % 80-90 aseton ve % 100 metanol sirasinda da ¢ok az

miktarda elde edilen bazi alkaloidler mevcuttur.
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3.2.1.1. Alkaloidlerin Kolondan Izolasyonu
ITK kromatografisi sonucunda birlestirilen fraksiyonlar ve elde edildikleri ¢oziici

sistemleri asagidaki gibidir:

1-15 (petrol eteri - diklorometan) (100 : 0) — (80 : 20)

16- 25 (petrol eteri - diklorometan) (75 : 25) — (50 : 50)

26-35 (petrol eteri - diklorometan) (50 : 50) — (25: 75)

36- 45 (petrol eteri - diklorometan) (20 : 80 ) — (100 : 0)

46-55 (diklorometan - aseton) (95 : 5) — (80: 20) ( Likorin elde edildi) (TS-1)

56-65 (diklorometan - aseton ) (75 : 25) — (50 : 50)

66-75 (diklorometan - aseton) (50 : 50) — (25 :75)

76-85 (aseton - metanol) (20 : 80 ) — (100 : 0)

86-90 (aseton - metanol) (98 : 2) — (96 : 4)

90-95 (aseton - metanol) (95 : 5) — (90 : 10)

96-98 (aseton- metanol) (85 : 15) — (75 : 25)

99-100 (aseton - metanol) (50 : 50)

101-102 (aseton - metanol) (25 :75)

103-104 (metanol)

Fraksiyon 95’den sonra toplanan fraksiyonlar 50 mL yerine 100 mL’lik yikamalar ile

alinmistir, hatta 100. fraksiyondan sonra 200 mL’lik iki yitkama yapilmistir. Likorin ilk
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elde edilen alkaloid oldugu i¢in TS 1 kodu verildi, daha sonraki fraksiyonlardan elde
edilenlere sirastyla TS-2, TS-3, vb. kodlar1 verilerek devam edildi.

3.2.2. ince Tabaka Kromatografisi

Fraksiyonlar UV 1s1k (A=254) altinda ince tabaka kromatografisiyle uygun c¢oziicii
sistemlerinde yiiriitilen aluminyum plakalarda incelendi. En iyi ¢0ziicli sisteminin
Kloroform: Aseton (80:20) oldugu belirlendi. Benzer goriinlis ve Rf degerinde olan
fraksiyonlar birlestirildi.

3. 2. 3. Preparatif ince Tabaka Kromatografisi

Kolon kromatografisi ile elde edilen 104 fraksiyondan ince tabaka kromatografisi ile
benzer goriiniis ve Rf degerine sahip olanlar belirlendi ve bu fraksiyonlardan preparatif

ince tabaka kromatografisi ile maddeler saflastirildi.

3. 2. 4. Nuklear Manyetik Rezonans Spektroskopisi

Kolon kromatografisinde ayrilmis olan ve preparatif ince tabaka kromatografisi ile
saflagtirilan maddelerin CD;OD (détoro metanol) ¢oziiciisinde 'H-NMR ve “C-NMR
spektrumlar1 alinmistir. Spektrumlar, 1.U. Avcilar ileri Analizler Laboratuarindaki
Varian UNITY Innova Spektrometresinde (Rezoliisyon: 'H icin 500 MHz, °C icin 125
MHz) alinmistir.

3. 2. 5. IR (Infrared-Kirmz otesi) Spektroskopisi
Likorinin IR spektrumu Thermo Nicolet 6700 FT-IR cihazinda alinmistir.
3. 2. 6. Kiitle Spektroskopisi

Likorinin HRMS spektrumu elektro-spray analiz yontemiyle Bruker Micro TOFQ
cihazinda UME (Ulusal Metroloji Enstitiisii), TUBITAK, Gebze’de alinmistir.

3.2.7. Erime Noktasi
Likorinin erime noktasi Reichert-Kofler cihazinda alinmistir.
3.2.8. Optik Cevirme

Likorinin optik ¢evirmesi AA-5 polarimetre cihazinda alinmistir.
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3. 3. EKSTRENIN TOPLAM FENOLIiK VE FLAVONOIT iCERIiGININ
BELIRLENMESI

3. 3. 1. Toplam Fenolik Iceriginin Belirlenmesi

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin toplam fenolik
icerigi  Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) kullanilarak pirokatekole esdeger olarak
belirlendi (Oztiirk ve dig., 2007; Yesilyurt ve dig., 2008). 1 mg Sternbergia fischeriana
(Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresi igeren 1 mL ¢dzelti distile su ile 46 mL’ye
tamamlandi. Bu karisima 1 mL FCR ve 3 dakika sonra % 2’lik Na,CO; ¢6zeltisinden 3
mL ilave edildi. Karisim 2 saat siiresince oda sicakliginda calkalandi ve Orneklerin
absorbanslart 760 nm’de okundu. Ekstrelerin toplam fenolik igerikleri standart

pirokatekol grafiginden (Sekil 3.2) elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi:
Absorbans = 0,0307 (ug) + 0,0353 (R”: 0,9942)

Calisma 3 paralel olarak gerceklestirildi.

018 . Y=0,0307x+0,0353 R’ =0,9942

0,16 -
0,14
0,12
0,10
0,08 -
0,06 -
0,04
0,02
0,00 \ \ \ \ \

0 1 2 3 4 5

Absorbans

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 3.2 : Pirokatekoliin 6l¢ii grafigi.
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3. 3. 2. Toplam Flavonoit I¢eriginin Belirlenmesi

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin toplam flavonoit
icerigi kersetine esdeger olarak aliiminyum nitrat metodu ile belirlendi (Park ve dig.,
1997; Topgu ve dig., 2007). 1 mg Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan
alkaloid ekstresi iceren ¢ozeltiden 500 pL alind1 ve iizerine 3,3 mL metanol ilave edildi.
Bu karisima 100 pL 1 M potasyum asetat eklendikten hemen sonra 100 puL %10’luk
aliiminyum nitrat ¢ozeltisinden ilave edildi. Karisimlar 45 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra 415 nm’de absorbanslari okundu. Ekstrenin toplam flavonoit
icerigi, standart kersetin grafiginden (Sekil 3.3) elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak
hesaplandi:

Absorbans = 0,0616 (png) -0,0106 (R”: 0,9995)

Calisma 3 paralel olarak ger¢eklestirildi.

140 . Y=00616x-0,0106  R’=0,9995

Absorbans
\.O
AN
o
|

0,00 \ T \ \ \
-0,20 0 5 10 15 20 25

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 3.3 : Kersetinin 6l¢ii grafigi.
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3.4. AKIVITE CALISMALARI

3. 4. 1. Antioksidan Aktivite Tayini

Antioksidan aktivite tayini, Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid
ekstresinin 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) ile Serbest Radikal Giderimi ve pB-
Karoten-Linoleik ~ Asit ile lipid peroksidasyonunun belirlenmesi  seklinde

gerceklestirildi.

3.4. 1. 1. DPPH (1, 1-difenil-2-pikrilhidrazil) Serbest Radikal Giderim Yontemi

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin serbest radikal
giderim aktivitesi 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikali kullanilarak
belirlendi (Kirby ve Scmidt, 1997; Kabouche ve dig., 2007). 10 mg Sternbergia
fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresi 10 mL etanolde ¢oziilerek stok
cOzelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 125, 250, 500 ve 1000 pL alinarak etanol ile
hacimleri 1 mL’ye tamamland1 ve {izerlerine 0,1 mM DPPH ¢d6zeltisinden 4 mL ilave
edildi. Kontrol olarak 1 mL etanol kullanildi. Hazirlanan ¢ozeltiler oda sicakliginda,
karanlik bir ortamda 30 dakika inkiibe edildikten sonra sonra 517 nm’de absorbanslari
Olciildii. Elde edilen bu absorbans degerlerinden % inhibisyon degerleri hesaplandi.
Orneklerin absorbans degerleri kontrole karsi degerlendirildi. Serbest radikal giderim

aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi (Burits ve dig., 2001):

% inhibisyon = ( A ontrol- A ek ) / A xontrol X 100
A = Absorbans

Calisma 3 paralel olarak gergeklestirildi. Standart olarak BHT ve a-tokoferol kullanildi.
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3. 4. 1. 2. p-Karoten-Linoleik Asit Yontemi (Toplam Antioksidan Aktivite Tayini)

Toplam antioksidan aktivite f-karoten-linoleik asit sistemiyle belirlendi (Miller, 1971;
Dapkevicius ve dig., 1998). 10 mg Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan
alkaloid ekstresi 10 mL etanolde ¢oziilerek stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden
125, 250, 500 ve 1000 pL almarak etanol ile hacimleri 1 mL’ye tamamlandi ve
tizerlerine 4 mL B-karoten-linoleik asit ¢ozeltisi ilave edildi. Cozelti test tiiplerine ilave
edilir edilmez spektrofotometre kullanilarak baslangi¢ absorbanslar1 490 nm’de 6lgtildii.
Kontrol olarak 1 mL etanol kullanildi. Tiipler 50 °C’de inkiibasyona birakildi ve kontrol
olarak kullanilan tiipteki B-karotenin rengi kayboluncaya kadar (120 dakika)
inkiibasyona devam edildi. Bu siire sonunda absorbanslar tekrar 6l¢iildii. B-karotenin

renk acilim hiz1 (R) asagidaki formiil ile hesaplandi (Cheung ve dig., 2003):
R=1In (a/b)/t

In = dogal logaritma

a = baslangi¢ absorbansi

b =t zaman (dakika) inkiibasyonundan sonraki absorbans

t =50 °C’deki inkiibasyon siiresi

Toplam antioksidan aktivite, kontrole gore % inhibisyon olarak asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplandi:

Antioksidan Aktivite (% Inhibisyon) = [(Riontrol-Romek) / Riontrol] X 100

Calisma 3 paralel olarak gerceklestirildi. Standart olarak BHT ve a-tokoferol kullanildi.
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3. 4. 2. Sitotoksik Aktivite Tayini

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinden hazirlanan farkli
konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler kullanilarak brine shrimp (Artemia salina) yontemi ile
sitotoksik aktivite tayini gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda LCsy degeri

hesaplanarak toksisite derecesi belirlenmistir.

3. 4. 2. 1. Brine Shrimp Toksisite Testi

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinden yapay deniz suyu
ile hazirlanan 10 ppm, 100 ppm ve 1000 ppm’lik ¢ozeltiler kullanildi. 20 mg
Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresi, 2 mL diklorometan
icerisinde ¢oziindii. Bu ¢ozeltiden 500, 50 ve 5 pL. miktarlar alinarak, 5 mL hacime
ayarlanmig cam test tiiplerine konuldu. Coziiciiler, 1 gece ¢eker ocak altinda
bekletilerek uguruldu. Test tiipleri toplam 5 mL olacak sekilde steril yapay deniz suyu
ile dolduruldu. Boylece toplamda 1000, 100 ve 10 pg/mL konsantrasyonlar elde edildi.

Calisma genel olarak Sowemimoa ve dig., (2007) ‘ne gore yapilmistir. Akvaryum
malzemesi satan firmadan temin edilen SERA marka (Sera North America, Inc.
Montgomeryville, U.S.A.) Artemia salina yumurtalar1 (kistleri), icerisinde 2 L yapay
deniz suyu bulunan 5 L hacmindeki plastik, seffaf, agz1 acik bir tank igerisine 2 g
tartilarak serpildi. Tank icerisindeki yapay deniz suyu ¢ift ¢cikigh bir hava motoru ile ¢ift
hortum kullanilarak siirekli havalandirildi. Ayrica tank igerisindeki su sicakliginin 28°C
sabit olacak sekilde termostat ile 1sitilmasi saglandi. Tank, masaiistii bir 151k kaynaginin
yaninda yaklasik 48 saat siire ile aydinlikta birakilarak Artemia salina larvalarinin
(nauplii) yumurtalardan ¢ikmasi beklendi. Artemia salina yumurtalarinin goriintiisii ve

yumurtadan ¢ikmis bir Artemia salina larvasi Sekil 3.4’°te verilmistir.

Artemia salina larvalari, yamurtadan ¢iktiktan sonra 15181 yogun oldugu bolgeye dogru
su icerisinde go¢ etmektedir (Choudhary ve Thomsen, 2001). Buradan yola ¢ikarak,
larvalarin yogun oldugu kisimdan bir mikropipet yardimiyla yaklagik 10 pL su ile
birlikte alinan larvalalar stereomikroskop altinda petri kabi igerisine aktarilarak 30’ar
adet olarak sayild1. Igerisinde 10 ppm, 100 ppm ve 1000 ppm’lik konsantrasyonlarda
Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin bulundugu cam

tiipler icerisine 30 adet canli organizma aktarildi. 24 saat 151k altinda gegen siirenin
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sonunda bir biiylite¢ yardimiyla canli ve 6lii (hareketsiz olmalarina goére 6lii olarak
tanimlanmistir) larvalarin adeti sayildi ve LCsy degeri ile % 95 giivenilirlik alt ve {ist
limitleri EPA (The U. S. Environmental Protection Agency, Cincinnati, Ohio, U.S.A.)
Probit Analizi Programi (Versiyon 1.5) Probit Analizi kullanilarak hesaplandi (Anon,
2009d). Calisma 3 paralel olarak gerceklestirildi. Kontrol olarak steril yapay deniz suyu
kullanildi. Calisma sonucuna gore elde edilen LCsy degerleri, Tablo 3.1 e gore

yorumlandi.

Tablo 3.1 : Toksisite derecesinin degerlendirilmesinde kullanilan referans degerler (Karayel,
20006).

Toksisite Derecesi LCs5¢ Limitleri
Oldukg¢a toksik <10 pg/mL
Toksik 10-100 pg/ mL
Zararh 100-1000 pg/ mL
Toksik Degil > 1000 pg/ mL

Sekil 3. 4 : Artemia salina yumurta kistleri (a) ve larvast (b).
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3. 4. 3 Genotoksik Aktivite Tayini

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. Sogan alkaloid ekstresinin genotoksik
etkilerinin belirlenmesi amaciyla Allium testi uygulanmistir. Allium testinde
makroskobik analiz Rank ve Nielsen (1993) ve Akinboro (2007) ’ya gore, mitotik
indeksin belirlenmesi ve mikroskobik analiz ise Akinboro (2007) ’ya gore degistirilerek

uygulanmaistir.

3. 4. 3. 1. Kullamilan Bitki Ekstresine Ait Cozeltilerin ve Allium cepa Soganlarinin
Hazirlanmast

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinden distile su
kullanilarak hazirlanan 10 ppm, 100 ppm ve 1000 ppm konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler
kullanildi. Dozlar agirlik/hacim (w/v) olarak hazirlandi. Cozeltiler giinliik olarak
degistirildi ve kullanilmadig1r zamanlarda buzdolabinda saklandi. Kullanilmadan &nce

oda sicakligina erigmeleri saglandi. Kontrol olarak distile su kullanildi.

Deney materyali olarak Mugla ili haftalik semt pazarindan satin alinan agik kahverengi
kabuklu, taze ve saglikl (yaklasik 25-30 g) Allium cepa soganlar1 kullanildi. Soganlarin
ince kahverengi kabuklar1 temizlendi, primordiyal dokuya zarar verilmeden

koklenmenin gelisecegi bolge bir bigak yardimiyla temizlendi.

3. 4. 3. 2. Makroskobik Analiz

Calisma standart prosediirlere uygun olarak gerceklestirildi (Fiskesjo, 1985; Rank,
1993; Akinboro, 2007). Saglikli ve taze durumdaki soganlardan taze primordiyal
koklere sahip olanlart secilmis ve her grupta 8 sogan olacak sekilde toplam 4 gruba
(kontrol grubu, 10 ppm grubu, 100 ppm grubu, 1000 ppm grubu) ayrilmistir. Fiskesjo
(1985) tarafindan tanimlanan modifiye edilmis calisma formu dikkate alinarak,
calismanin baglangicinda soganlar direkt olarak test edilecek sivilar igerisine alinmistir.
Her soganin u¢ kismi, calisma sivilart ile doldurulmus 100 mL’lik beherlere
yerlestirilerek, karanlikta, oda sicakliginda inkiibe edilmislerdir. 48, 72 ve 144 saatlik
inkiibasyon siirelerinin sonunda, her bir konsantrasyondaki ve kontrol grubundaki her
bir soganin kdk demetlerinin toplam uzunlugu santimetre (cm) olarak cetvel ile

Olciilmiistiir.
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3. 4. 3. 3. Mikroskobik Analiz

Calisma genel olarak Akinboro (2007) ’de agiklandigi gibi uygulanmistir. Saglikli ve
taze durumdaki soganlardan taze primordiyal koklere sahip olanlar1 secilmis ve her
grupta 8 sogan olacak sekilde toplam 4 gruba (Kontrol grubu, 10 ppm grubu, 100 ppm
grubu, 1000 ppm grubu) ayrilmistir. Fiskesjo (1985) tarafindan tanimlanan modifiye
edilmis calisma formu dikkate alinarak, ¢alismanin baglangicinda soganlar direkt olarak
test edilecek sivilar igerisine almmustir. Ilk 24 saatin ardindan sivilar tazeleriyle
degistirilmistir. Ikinci giinde (48.saat) ise mikroskobik preparatlarin hazirlanmasi
gerceklestrilmistir.  Mikroskobik preparatlar hazirlanirken ezme preparat yontemi
uygulanmistir (El¢i, 1994). Steril bistiiri ile soganlardan alinan kok uglart 6ncelikle 1 N
HCI igeren tespit (fiksasyon) ¢ozeltisine alinmistir. 5 dakika siirenin ardindan tespit
cOzeltisinden ¢ikarilan Ornekler temiz bir lam iizerine alinarak % 2’lik asetoorsein
cozeltisine tabi tutulmus, lam alevden gegirme yontemiyle 1sitilarak tespit ¢ozeltisinin
kok ucu hiicrelerine niifuz etmesi saglanmistir. Preparat temiz bir lamel ile kapatilarak
kok meristem dokusu ezme preparat teknigine uygun olarak hazirlanip mikroskopta
incelenmistir. Her ¢alisma grubundan 20 preparat hazirlanmistir. Her preparatta 10

tesadiifi bolgede toplam 1000 hiicre sayilmistir.

3. 4. 3. 4. Kromozomal Anormallikler

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin Allium testi yontemi
ile mitotik aktivitesinin ve kromozom morfolojisinin degerlendirilmesine dayanan
calismada, 48 saat inkiibasyon siiresinde Kontrol grubu, 10 ppm, 100 ppm ve 1000 ppm
konsantrasyonlarini igeren cozeltilerde koklendirilen soganlarda kok ucu meristem

dokusunda mitoz boliinen hiicrelerde gozlenen kromozomal anormallikler incelenmistir.

3. 4. 4. Antikolinesteraz Aktivite Tayini

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin asetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesteraz inhibisyon aktiviteleri Ellman metodu olarak (Ellman ve dig., 1961)
bilinen spektrofotometrik yontem temel alinarak olgiildii (Kivrak ve dig., 2009). Enzim
olarak elektrik baligindan elde edilen asetilkolinesteraz ve at serumundan elde edilen
biitirilkolinesteraz enzimleri, substrat olarak asetilkolin iyodiir ve biitirilkol iniyodiir,
aktivitenin Olglimii i¢in sart renkli 5,5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)
kullanildi. 96 kuyucuklu mikroplakalarin herbir kuyucuguna 0,1 M pH=8 fosfat
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tamponundan 160 pL, 10 uL Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid
ekstresinden veya elde ettigimiz saf madde (—)-likorinden etanol ile hazirlanan farkli
konsantrasyonlardaki ¢ozelti, AChE veya BChE ¢o6zeltisinden ise 10 uL ilave edildi.
25 °C de 15 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra tizerine 10 pL DTNB ¢ozeltisi ve
10 pL asetilkoliniyodiir veya biitirilkolin iyodiir ilave edildi. Sirasiyla asetilkolin iyodiir
veya biitirilkolin iyodiiriin enzimatik hidrolizi ile aciga c¢ikan tiyokolinin DTNB ile
reaksiyona girmesi sonucu olusan sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit anyonu 412 nm
dalga boyunda spektrofotometrik olarak izlendi. Kontrol olarak 1 mL etanol kullanildi.
OStandart olarak galantamin kullanildi.

Kolinesteraz

Asetilkolin iyodiir (veya Biitirilkoliniyodiir) » Tiyokolin
Tiyokolin + DTNB

» 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit

Antikolinesteraz aktivitesi, kontrole gore % inhibisyon olarak asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplandi (A = Absorbans):

% inhibisyon = ( A xontrol- A 5mek) /A kontrol X 100

3.5. BIYOLOJIK AKTIVITE CALISMALARINDA KULLANILAN CIHAZLAR

3. 5. 1. Rotary Evaporator

Heidolph Laborata 4000 Efficient Rotary Evaporator (Heidolph Instruments GmbH,
Schwabach, Almanya)

3. 5. 2. Spektrofotometre

DR-2800 (Hach Lange GmbH, Diisseldorf, Almanya)

3. 5. 3. Mikroplaka Okuyucu

SpectraMax 340 PC (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, U.S.A.) , 96 Kuyucuklu

3. 5. 4. Mikroskoplar

Isik Mikroskobu, Olympus CX31 (Olympus America, Melville, NY, U.S.A.)
Stereomikroskop, Olympus SZX 16 (Olympus America, Melville, NY, U.S.A.)
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3. 6. KULLANILAN KiMYASAL MADDELER VE COZELTILER

3. 6. 1. Kimyasal Maddeler

Folin-Ciocalteu (FCR) reaktifi, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), 2,6-di-z-biitil-1
hidroksitoluen (BHT) Fluka firmasindan (Fluka Chemie GmbH, Sternheim, Almanya);
a-tokoferol, kersetin, B-karoten, linoleik asit, biitirilkolinesteraz, asetilkolinesteraz, 5,5'-
dithiobis (2- nitrobenzoik) asit (DTNB), asetilkoliniyodiir, biitirilkoliniyodiir,
galantamin Sigma firmasindan (Sigma-Aldrich GmbH, Sternheim, Almanya.); sodyum
karbonat, sodyum fosfat monobazik, sodyum fosfat dibazik, pirokatekol, potasyum
asetat, aliiminyum nitrat, Tween-40, kloroform, diklorometan, petrol eteri, metanol,
etanol, asetik asit, % 25°lik amonyak, bizmut (III) nitrat, potasyum iyodiir, orsein,
hidroklorik asit, silika jel ve aliiminyum oksit plak (1.05550) E. Merck firmasindan
(Merck KGaA, Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edildi. Kullanilan kimyasal

maddeler ve tiim ¢oziiciiler analitik safliktadir.
3. 6. 2. Kullamilan Cozeltiler

3.6.2.1.0,1 mM DPPH (Cézeltisi
4 mg DPPH 100 mL etanolde ¢6ziilerek hazirlandi.

3.6. 2. 2. p-Karoten-Linoleik Cozeltisi

B-karoten ¢ozeltisi, 0,2 mg [-karoten 1 mL kloroformda ¢oziilerek hazirlandi.
Bu ¢ozeltiye 20 pg linoleik asit ve 200 mg Tween 40 ilave edildi. Kloroform rotary
evaporatorde ucurulduktan sonra 50 mL oksijen gazi ile doyurulmus distile su ilave

edildi ve 20 dakika karistirildi.

3.6.2. 3. % 2’lik Na,COj; Cozeltisi
2 g Na,COj; tartilarak 100 mL’lik balon joje igine alindi ve distile su ile 100 mL’ye

tamamlanarak hazirlandi.

3.6. 2. 4. % 10’luk Aliiminyum Nitrat Cozeltisi
1,76 g AI(NO3)3.9H,0 bilesigi distile su ile 10 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.
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3. 6. 2. 5. 1 M Potasyum Asetat Cozeltisi
0,9615 g potasyum asetat 10 mL distile suda ¢oziilerek hazirlandu.

3.6. 2.6. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi
Kersetin Cozeltisi
25,8 mg kersetin 25 mL etanolde ¢oziilerek 1000 ppm’lik konsantrasyonda kersetin
¢Ozeltisi hazirlandi.
Pirokatekol Cozeltisi
10 mg pirokatekol 100 mL distile suda ¢oziilerek hazirlandi.
BHT (2,6-di-t-biitil-1-hidroksitoluen) Cozeltisi
10 mg BHT 10 mL etanol icerisinde ¢oziilerek 1000 ppm’lik BHT ¢6zeltisi hazirlandi.
a-tokoferol Cozeltisi
% 97°1ik 10,31 mg a-tokoferol 10 mL etanolde ¢oziilerek 1000 ppm’lik a-tokoferol
¢Ozeltisi hazirlandi.
Galantamin Cozeltisi
10 mg galantamn 10 mL etanol igerisinde ¢oziinerek 1000 ppm’lik galantamin ¢6zeltisi

hazirlandi.

3.6.2.7. % 2 asetoorsein

2 g orsein, % 45’lik asetik asit igerisinde 1sitilarak ¢6ziindii.
3.6. 2.8. Fosfat tamponu

8,89 g Na,HPO4.2H,0 tartildi. Bir miktar saf su ile ¢6ziildii ve hacmi 500 mL’ye
tamamlandi. 1,56 g NaH,PO4.2H,0 100 mL’lik balon jojeye konuldu. Bir miktar saf su

ile ¢oziilerek hacme tamamlandi.

e pH=8 tamponu hazirlanmasi: Fosfat tamponu i¢in hazirlanan Na,HPO,4’den 94,7
mL, NaH,;PO4’den de 5,3 mL alindi. pH metre ile pH kontrol edildi ve 200
mL’ye seyreltildi.

e pH=7 tamponu hazirlanmasi: NaH,PO4’den 39 mL, Na,HPO4’den de 61 mL
alindi. pH metre ile pH kontrol edilerek 200 mL ‘ye seyreltildi.
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3.6. 2.9. DTNB c¢ozeltisinin hazirlanmasi

16 mg DTNB pH=7 tamponunda ¢oziildii. 7,5 mg NaHCO; 1 mL pH=7 tamponunda
¢oziildii. Ikisi karistirild1 ve 4 mL’ye pH=7 tamponuyla seyreltildi.

3.6. 2.10. Asetilkolin iyodiir Hazirlanmasi

16 mg asetikolin iyodiir tartildi ve 4 mL deiyonize suda ¢oziildii.

3.6. 2.11. Biitirilkolin iyodiir Hazirlanmasi:

4 mg biitirilkolin iyodiir tartildi ve 4 mL deiyonize suda ¢oziildii.

3.6. 2.12. Dragendorff Belirtecinin Hazirlanmasi

25 mL A ¢ozeltisi, 25 mL B ¢ozeltisi, 100 mL glasiyal asetik asit ve 350 mL distile su
karistirtlarak 500 mL Dragendorff belirteci hazirlandu.

A Cozeltisi:

4,25 g Bizmutsubnitrat 250 mL su ile ¢6ziildii. Hazirlanan ¢6zeltinin lizerine 50 mL
glasiyal asetik asit ilave edildi.

B Cozeltisi:

40 g potasyum iyodiir 100 mL suda ¢oziildii.

3.6. 2.13. Kromatografik Calismalarda Kullanilan Adsorbanlar

Kimyasal analiz kisminda kromatografik ¢alismalarda kullanilan adsorbanlar Tablo 3.2

de verilmistir.

Tablo 3.2 : Kromatografik ¢alismalarda kullanilan adsorbanlar.

No Yontem Adsorban

1 Kolon Kromatografisi Silika Jel
(Silika jel 60, 0.063-0.200 mm,
Merck 107734)

2 Ince Tabaka Kromatografisi Aluminyum oksit
Preparatif Ince Tabaka Kromatografisi (Hazir 20x20 TLC plak, 60 Fjs4,
neutral, Merck 105550)

3. 6. 2. 14. Kaya tuzu

Akvaryum malzemesi satan firmadan temin edilen, iyotsuz kaya tuzu kullanilmistir.

3. 6. 2. 15. Yapay deniz suyu

35 g kaya tuzu 1 L distile su icerisinde ¢oziinerek hazirlandi.
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3.7. ISTATISTIK HESAPLAMALAR

Toplam Fenolik ve Flavonoit icerigin Belirlenmesi, Antioksidan Aktivite Tayini ve
Antikolinesteraz Aktivitesi sonuclarinin degerlendirilmesinde, sonuglar {i¢ paralel testin
ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir. Sonuglar Student ¢ testine gore % 95
giiven sinirlart i¢inde bulunmustur. Paralel Ol¢limler arasinda anlamli bir fark
goriilmemistir. ~ Sitotoksisite testinde EPA (The U. S. Environmental Protection
Agency, Cincinnati, Ohio, U.S.A.) Probit Analizi Programi (Versiyon 1.5) Probit
Analizi uygulanmistir (Anon, 2009d). Genotoksisite testinde ise SPSS 14.01 paket
programi kullanilarak gruplar arasindaki 6nem farki ¢cok yonlii karsilagtirma testi (LSD)

kullanilarak bulunmustur (p<0.05).
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4. BULGULAR

Tablo 4.1 de kuru toz halindeki bitkinin (sogan kismi1) ve bundan hazirlanan ekstrelerin

miktarlar1 ve % verimleri verilmistir.

Tablo 4.1: Kuru bitki miktari, ekstre miktarlar1 ve % verimleri

Kuru Toz Bitki

Bitki (Hava Kurusu) | Ekstre | Ekstre Miktari | % Verim
(gram) (gram)
175,54 % 10,65
Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.
1647 B 62,11 % 3,77
(sogan)
C 4,27 % 0,26

4.1. KIMYASAL ANALIZ SONUCLARI

Kromatografik islemler sonucunda Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan

alkaloid ekstresinden izole ettigimiz ilk alkaloid (—)-Likorin’dir (Sekil 4.1).

HO

Sekil 4.1 : (-)-Likorin

(-)-Likorin, opak beyaz amorf kristaller halinde (25 mg) elde edilmistir (Verim: %
0.001), (Rf: =0,4), Erime Noktast: 249 °C; optik ¢cevirmesi [a]ZSD -64 (¢ =0.1, MeOH),
IR Vinae (CHCl3) em™: 3329, 2922, 2853, 2370, 2341, 1653, 1486, 1356, 1261, 1203,
1183, 1131, 1036, 1002, 938.
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Tablo 4.2: (—)-Likorin’in NMR Spektral Verisi (500 MHz, CD;0D, ppm)

CNo | "H-NMR | Multiplicity (J (Hz)) | "C-NMR* | APT
1 438 brs 70.55 CH C-4a
2 4.08 brs 71.73 CH
3 5.56 brs 117.70 CH
4 - - 142 q
4a 278 d(11) 61.03 CH
6a 3.45 d(14)
56.42 CH,
B 4.02 d(14) C-6a, C-10a ve C-4a
6a - - 129.01 q
7 6.56 s 106.78 CH | C-8,C-6aveC-6
8 - - 146.24 q
9 - - 146.74 q
10 6.80 s 104.60 CH | C-8,C-9ve C-6a
10a - - 128.33 q
10b 2.62 d(1n) 39.97 CH
11 a 2.48 ddd(1.5,9, 17.2)
27.88 CH,
B 2.59 brdd(8.6, 17.2)
12 a 2.34 dd(9, 18)
53.27 CH,
B 3.3 m
OCH,0 | 582 d(1) 100.85 CH, C-8,C-9

*APT (Attached Proton Test), HSQC ve HMBC yontemlerine dayanarak karbonlar ve protonlar

belirlenmistir.

IR spektrumunda (CHCl3) hidroksil grubuna ait gerilim bandi1 3329 cm™ de, CH ve CH,
gerilim bantlar1 2922 ve 2853 cm™ de, bunlarin uzantisi olan overtone ve Fermi bantlart
2369 ve 2341 cm™! de izlenmisgtir. Cifte baga ait gerilim band1 1653 cm’ de, 1630, 1541,
1501 cm™ de ise aromatiklik bantlari ve C-N gerilim bandi ise 1036 cm™ de izlenmistir.
Karakteristik dioksimetilen sinyaline ait bant ise 938 cm™ de gozlenmektedir (Sekil

4.2).

Bilesigin 'H-NMR spektrumunda iki singlet sinyali aromatik sinyallerin rezonans
oldugu alanda izlenince yapida bir aromatiklik olduguna isaret etti. Ayrica 5.82 ppm’de
2 protonluk uzun keskin bir sinyalin varlig1 yapida bir dioksimetilen grubunun varligini

gosermistir. Ilaveten 5.56 ppm de bir olefinik proton genislemis bir singlet (brs)
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seklinde izlenmektedir. Elektronegatif atomlara bagli olabilecegi diisiliniilen sinyaller
4.38 ve 4.08 ppm lerde birer protona karsilik gelen genislemis singletler halinde (brs)
izlenmislerdir. '"H NMR spektrumunda ayrica 4.02 - 2.34 ppm arasinda arasinda
gozlenen sinyaller de yapida N ve O’e komsu diger protonlarin varligina isaret etmistir.

(Sekil 4.4-4.8)

Alman C spektrumu ise yapinn iskeleti hakkinda daha fazla bilgi vermistir: 129.01,
106.78, 146.24, 146.74, 104.60 ve 128.33 ppm de gozlenen 6 sinyal yapida bir aromatik
halkanin varligina isaret etmistir. Bu piklerden 146.24, 146.74 piklerinin digerlerine
nazaran daha alt alanda goziikmesi bu C’larin dioksimetilen halkasinin katerner C’larina
isaret ederek bu grubun benzen halkasina bagli oldugunu kanitlamistir. Nitekim
100.85’°de O-CH,-O (dioksimetilen) grubunun karbon sinyali olarak acikca
gozlenmektedir. 53.27, 56.42 ve 61.03 de piklerin gozlenmesi N’un varligini bir kez
daha onaylamaktadir, ¢iinkii yapida hi¢ metoksi grubu olmadigi proton NMR
spektrumundan acikca anlasilmaktadir, bu durumda "C spektrumunda 50- 60 ppm
arasinda ¢ikan sinyallerin OCHj3 grubuna ait olmayip N’a komsu C’lar oldugu agikca
anlagilmistir (Sekil 4.9-4.13). Cift dimensiyonlu tekniklerden direkt C-H korelasyonuna
dayanan Heteronuklear Single Quantum Korelasyon (HSQC) teknigiyle hangi protonun
hangi C’a bagl oldugu, tabii ki katerner karbonlar harig, saptanmistir (Sekil 4.14-4.18).
Katerner karbonlarin saptanabilmesi i¢in ise Heteronuklear Multiple Band Korelasyon
(HMBC) teknigi kullanilmistir. Bu teknikte birbirine {i¢ bag uzaklikta olan bir proton ve
karbon arasindaki J degerinin genelde J=6-8 Hz oldugu varsayilarak gelistirilen 2D
NMR teknigi kullanilarak birbirinden ili¢ bag uzakliktaki H ve C’larin korelasyon
gostermesiyle hi¢ proton tasimayan C’larin da belirlenmesi miimkiin olmaktadir (Sekil
4.19-4.24). Likorinin elektro spray analiz yontemiyle alinan Yiiksek Rezoliisyonlu
Kiitle Spektrumu (High Resolution Mass Spectrometry/ HRMS)’nda molekiiler pik
(M+1)’e karsilik gelen pik olarak m/z 288,1230 (teorik m/z 288,1236) de izlenmektedir.
Sonug olarak likorinin kapali formiiliine C;¢H7NO4 karsilik gelen yapinin molekiiler

piki 287,1157 “dir (Sekil 4.3).

Biitiin bu veriler dogrultusunda ve yapilan literatiir taramasiyla yapmin bir alkaloid
oldugu kesinlik kazanmis ve Amaryllidaceae familyas1 bitkilerinde yaygin olarak

bulunan likorin oldugu anlasilmistir. Fakat literatiirde likorine ait NMR verileri ¢ok
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farkliliklar gostermektedir ve nitekim bunlarin bir kismi rasemik, bir kismai (-), bir kismi
ise (+) likorin olarak aydmnlatilmistir. Yaptigimiz kapsamli literatiir ¢calismast (Cordell,
1981; Evidente ve dig., 1983; Likhitwitayawuid ve dig., 1993; Yamada ve dig., 2009; )
ile bu tez calismasinda Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. bitkisi soganlarindan

izole ettigimiz maddenin (-)-likorin oldugu saptanmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.2 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.’den izole edilen (—)-likorinin IR
spektrumu.
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Sekil 4.3 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.’den izole edilen (—)-likorine ait kiitle

spektrumu (HRMS).
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Sekil 4.5 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.’den izole edilen (-)-likorinin 'H
NMR spektrumu.
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Sekil 4.7 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.’den izole edilen (-)-likorinin 'H
NMR spektrumu.
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Sekil 4.8 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.’den izole edilen (-)-likorinin 'H
NMR spektrumu.
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Sekil 4.9 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.’den izole edilen (-)-likorinin "*C
(BB) NMR spektrumu.
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Sekil 4.10 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.’den izole edilen (—)-likorinin *C
(BB) NMR spektrumu
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Sekil 4.11 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.’den izole edilen (—)-likorinin *C
(BB) NMR spektrumu.
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Sekil 4.12 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.’den izole edilen (—)-likorinin *C
(APT) NMR spektrumu.
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Sekil 4.13. Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr’ den izole edilen (-)-likorinin "*C
(APT) NMR spektrumu.
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Sekil 4.15 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.’den izole edilen (-)-likorinin
HSQC NMR spektrumu.
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Sekil 4.16 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.’den izole edilen (—)-likorinin
HSQC NMR spektrumu.
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Sekil 4.17 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.’den izole edilen (—)-likorinin
HSQC NMR spektrumu.
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Sekil 4.19 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.’den izole edilen (—)-likorinin
HMBC NMR spektrumu.



76

20

30

40

50

70 60

lTI[lI\IIli\II[‘\!I\lII\\‘Iil!llkl

80
Fl1 (ppm)

EEERIREAE
100 90

110

IJII‘F\II'I\IIIII
120

130

I
[T

150

LR P N L LR LR AR LR RN ER R SR LR A RA RO SR A LSRRI AR RA A RERRIRRRAS LR
o1 - o @ (=] o~ - o
. . . . . " . » .
o 2] ™ o ™ ™ <n -p <x <
b —

AAAA V

Sekil 4.20 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.’den izole edilen (—)-likorinin
HMBC NMR spektrumu.
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Sekil 4. 21 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.’den izole edilen (-)-likorinin
HMBC NMR spektrumu.
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Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.’den izole edilen (-)-likorinin
HMBC NMR spektrumu.
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Sekil 4.23 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr’den izole edilen (-)-likorinin
HMBC NMR spektrumu.
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Sekil 4.24 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.’den izole edilen (-)-likorin HMBC
NMR spektrumu.
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4.2. EKSTRENIN TOPLAM FENOLIK VE FLAVONOIT iCERIiGi

Fenolik bilesikler ozellikle serbest radikallerin giderimi asamasinda onemli rol
oynamaktadir. Fenollerdeki hidroksil gruplar1 radikalleri yok eder ve sistemin

antioksidan etkisine dogrudan katkida bulunurlar (Tiirkoglu ve dig., 2006).

Ekstrenin toplam fenolik igerigi Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak pirokatekole
esdeger olarak belirlendi (Oztiirk ve dig., 2007; Yesilyurt ve dig., 2008). Toplam
flavonoit igerigi ise kersetine esdeger olarak aliiminyum nitrat metodu ile belirlendi

(Park ve dig., 1997; Topgu ve dig., 2007).

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin fenolik igeriginin
flavonoit icerigine gore daha fazla oldugu belirlendi. Alkaloid eldesi amagli olarak
yapilan ekstraksiyon yontemi sonucunda elde edilen ekstrenin fenolik iceriginin yiiksek

olmasi da tagidig1 alkaloidlerin fenolik yapida olduguna isaret etmektedir.

Tablo 4.3 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin toplam
fenolik ve toplam flavonoit igerigi®

. Fenolik icerik Flavonoit icerik
Ornek b

(ug PEs/mg ekstre)” | (ug QEs/mg ekstre)*
Ekstre 63,84+0,37 10,00£0,65

*Degerler pirokatekole esdeger olarak hesapland: ve 3 paralel 6lglimiin ortalamasi olarak verildi (p<0.05).
®PEs, Pirokatekol esdegerligi. R?=0.9942 y=0.0307x+0.0353
©QEs, Kersetin esdegerligi. R?=0.9995 y=0.0616x-0.0106
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4. 3. ANTIOKSIDAN AKTIVITE SONUCLARI

4. 3. 1. B-Karoten-Linoleik Asit Yontemi (Toplam Antioksidan Aktivite Tayini)

Bu yontemde Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin,
antioksidan aktivitesinin 200 pg/mL konsantrasyonda bile standartlarin altinda kaldig1
gozlenmistir. Ancak konsantrasyonun artmasiyla antioksidan aktivite de artmaktadir
(Sekil 4.25). Tablo 4.4 de Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid
ekstresinin B-Karoten-Linoleik Asit yontemine gore antioksidan aktivitesi % inhibisyon

ve ICsy degeri olarak verilmistir.

Tablo 4.4 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin f-Karoten-
Linoleik Asit yontemine gore antioksidan aktivitesi (% inhibisyon) *

Ornek 25 pg/mL | 50 pg/mL | 100 pg/mL | 200 pg/mL | ICsy pg/mL
Ekstre ad 11,74+£7,43 | 17,46£1,36 | 29,60+1,60 >100
a-Tokoferol * | 55,85+0,49 | 68,21+0,72 | 95,55+0,95 | 97,63+0,89 4,58
BHT" 30,9542,51 | 50,50+1,82 | 62,64+9,89 | 97,4010,76 63,30
*Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamast olarak verildi. p<0.05.
® Standart bilesikler, ad: aktif degil.
120
S 100 -
A
2
=
L 80 - @25 pg/mL
=X
E’ 50 pg/mL
£ 60 - 0 100 pgmL
< W 200 pg/mL
=]
S 40 -
L
g
5
< 20 A
N N N
Ekstre a-Tokoferol BHT

Sekil 4. 25 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin B-karoten-

linoleik asit sistemindeki antioksidan aktivitesi.
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4. 3. 2. DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesi

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) 517 nm’de karakteristik absorbsiyonu olan kararl
serbest bir radikaldir. Antioksidanlar radikallere proton vererek absorbsiyonu azaltirlar.
DPPH’in rengi acildigi i¢in absorbsiyonda azalma olur (Tirkoglu ve dig., 2006).
Reaksiyon karisiminin diisiik absorbsiyon gostermesi serbest radikal giderim
aktivitesinin yiiksek oldugunu belirtir (Giilgin ve dig., 2004; Kabouche ve dig, 2007).
Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin DPPH serbest
radikal giderim aktivitesi, konsantrasyon arttirildiginda standartlara oldukg¢a yakin
sonuglar vermistir (Tablo 4.5). Ozellikle 200 pg konsantrasyonunda % inhibisyon
acisindan BHT ve a-Tokoferol ile hemen hemen esdeger sonuglar alinmistir (Sekil 4.
26).

Tablo 4.5 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin DPPH serbest
radikal giderim aktivitesi (% inhibisyon) *

Ornek 25 ug/mL | 50 yg/mL | 100 pg/mL | 200 pg/mL | ICsp pg/mL

Ekstre 20,11+£1,42 |40,23+0,41 | 75,00+2,55 | 95,00+0,16 65,06
o-Tokoferol” 94,95+0,04 |95,05+0,14 | 95,88+0,11 | 97,58+0,51 15,53

BHT" 69,12+0,80 |89,10+0,32 | 93,38+0,68 | 97,38+0,38 11,27

*Degerler 3 paralel 6l¢timiin ortalamast olarak verildi. p<0.05.
® Standart bilesikler.

120 -

100 -
S
Z 80- 25 g
5 0100 pg
g 404 200 pg
an)
5 20-

0,

Ekstre o-Tokoferol BHT

Sekil 4. 26 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin DPPH serbest
radikal giderim aktivitesi (%)
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4. 4. SITOTOKSIK AKTIiVITE SONUCLARI

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin Brine Shrimp
Toksisite testinde Artemia salina larvalarina karsi gosterdigi sonuglar Tablo 4.6 da
verilmektedir. LCsy degerinin 10 ppm’in iistiinde fakat 100 ppm’in altinda olmasi,

ekstrenin toksik etkisini ortaya koymaktadir.

Tablo 4.6 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin Brine Shrimp
Toksisite Testi sonucu ve LCsy degeri

Olii LCs Ust % 95 Alt % 95
Ekstre (ppm) Organizma | pg/mL | Giivenilirlik Giivenilirlik Toksisite
Sayis1 Limiti Limiti Derecesi
10 7
100 19 50,020 98,826 22,112 Toksik
1000 27

4.5. GENOTOKSIK AKTIVITE SONUCLARI

4. 5. 1. Makroskobik Analiz Sonuclan

Her ¢alisma grubundaki soganlar, uygulama siireleri (48, 72 ve 144 saat) sonunda
toplam kok demetinin cetvel ile cm. cinsinden Slgiilmesi seklinde degerlendirilmistir.
Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin uygulandigi
soganlarin kok uzunlugu, kontrol grubu ile kiyaslandiginda doza bagl olarak azalmistir.
Sonuglar Tablo 4.7 de verilmistir. Uygulanan siire arttikga kok uzunluklar1 artarken,

doza bagli olarak meydana gelen azalma Sekil 4.27°de verilmistir.

Tablo 4.7 : Uygulama dozlarina gore 48, 72 ve 144 saat uygulamali 6rneklerin ortalama kdk
uzunluklari (cm.) ve standart sapma degerleri

Kok Kok Kok
Doz Slijiiii Uzunlugu Doz S?iiii Uzunlugu Doz S?iiii Uzunlugu
(ppm) (saat) | Ort.tS.D. (ppm) (saat) | Ort.tS.D. (ppm) (saat) | OrttS.D.
(cm.) (cm.) (cm.)
Kontrol 48 2,25+0,14a Kontrol 72 4,3+0,09a Kontrol 144 5,8+0,24a
10 48 1,8+0,15a 10 72 3,45+0,35b 10 144 4,2+0,09b
100 48 1,275+0,13b 100 72 2,85+0,39¢ 100 144 | 3,45+0,21bc
1000 48 1,05+0,11b 1000 72 2,1540,23¢ 1000 144 2,65+0,16¢

*Stitunlar arasmdaki harfler, istatistiki olarak farkli gruplar temsil etmektedir (p<0.05).
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L ® Kontrol
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ED B 10 ppm
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R B 100 ppm
N pp

o) 00 1000 ppm
M

48 saat 72 saat 144 saat

Siire

Sekil 4.27 : Uygulama dozlarina gore 48, 72 ve 144 saat uygulamali 6rneklerin ortalama kok
uzunluklar1 (cm.)

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin uygulandigi
soganlarda kok gelisiminin kontrol grubu kok wuzunlugunun % ’si olarak
degerlendirilmesi sonucu hazirlanan Tablo 4.8 e gore, ayni siirede koklendirilen

soganlarda, doza bagli olarak kok gelisiminin inhibisyon oran1 artmistir.

Tablo 4.8 : Kok uzunluklarinin kontrol grubu kék uzunlugunun % olarak orani

Uygulama Kok Kok
Dozlar Siiresi Uzunlugu Gelisimi
(ppm) (saat) Ort.+ S.D. Inhibisyon
(cm) Oram (%)
Kontrol 48 2.2540,14 -
10 48 1,8+0,15 20
100 48 1,275:0,13 S
1000 48 1054011 53
Kontrol 72 4,3+0,09 -
10 2 3,4540,35 20
100 2 2,8540,39 34
1000 72 2.1540,23 50
Kontrol 144 5.8+:0,24 -
10 144 4.240,09 28
100 144 3454021 41
1000 144 2.6540.16 54
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4. 5. 2. Mikroskobik Analiz

Calisma genel olarak Akinboro (2007)’ de agiklandigi gibi uygulanmistir. Saglikli
soganlar se¢ilmis ve 8 tekrarli 4 grup (Kontrol grubu, 10 ppm grubu, 100 ppm grubu,
1000 ppm grubu) olusturulmustur. Fiskesjo (1985) tarafindan tanimlanan modifiye
edilmis calisma formu dikkate alinarak, ¢alismanin baglangicinda soganlar direkt olarak
test edilecek sivilari igeren beherlere yerlestirilerek koklenmeleri izlenmistir Her 24
saatlik uygulama periyodu sonunda beherlerdeki bitki ekstresi iceren sivilar tazelenmek
amaciyla degistirilmistir. 48 saatlik uygulama periyodu sonunda kokler mikroskobik
inceleme amagli hasat edilerek ezme preparat yontemiyle preparatlar hazirlanmistir. Her
bir uygulama dozundan 48. saat sonunda 20 preparat hazirlanmistir. Her preparatta 10
tesadiifi bolgede yaklasik toplam 20.000 hiicre incelenmistir. Her preparatta boliinen
saglikli ve anormal hiicreler tespit edilmeye calisilmis ve gozlenenler istatistiki
hesaplamalar i¢in kayit altina alinirken, 151tk mikroskobu ile 10x40 veya 10x100
biiylitmeli fotograflar1 ¢ekilmistir. Her uygulama dozunda incelenen toplam 20
preparattaki saglikli boliinen ve anormal boliinen hiicrelerin ortalamalar1 alinarak, o
doza ait ortalama toplam boliinen hiicre sayisi elde edilerek MI (mitotik indeks)
hesaplanmistir. MI, uygulama dozundaki toplam boéliinen hiicre sayisinin (anormal
hiicreler de dahil) toplam hiicre sayisina olan orani olarak hesaplanmis ve gozlenen
1000 hiicre basina mitoz boliinen hiicre sayisi olarak verilmistir. Kontrol grubu A.cepa
kok meristem dokusunda mitoz bdliinen hiicrelere ait mikroskobik fotograflar Sekil

4.28’de verilmistir.
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Interfaz (M. BE.40x10) Profaz (WL B. 100x10)

Metafaz (W B 1002103

Anafaz W E 1002100 Telofaz (ML.E. 10021070

Sekil 4.28.: Kontrol grubu hiicrelerinde gbzlenen normal mitoz béliinme evreleri
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Uygulama dozuna bagli olarak 48 saat sonunda gézlenen mitoz safhalarindaki ortalama
hiicre sayis1 ve istatistiki verileri Tablo 4.9 da verilmistir. Uygulanan dozlara gore 48

saat uygulama siireli 6rneklerde mitoz evrelerindeki ortalama hiicre sayisi grafiksel

olarak Sekil 4.29°da verilmistir.

Tablo 4.9 : Uygulama dozuna bagli olarak 48 saat sonunda gézlenen mitoz sathalarindaki
ortalama hiicre sayisi, standart sapma degerleri ve gruplar arasi onem durumlart™®

Uyg. Siiresi Ortalama
Dozlar (ppm) (saat) Ortalama | Ortalama | Ortalama | Ortalama Toplam
PROFAZ [METAFAZ | ANAFAZ | TELOFAZ | Béliinen
Hiicre
Kontrol 48 19,744,19a | 11,8+1,64a |7,25+1,86a( 2,9+0,97a | 41,65+7,53
10 48 11,45+2,25b( 5,6+1,6b 6,5+1,96a |2,35+1,34ab| 25,9+ 4,07
100 48 12,50+£2,28b | 4,4+1,63b 4,1+1,8b | 2,05+£1,39b | 23,05+ 4,55
1000 48 10,55+1,82b | 4,75+1,68b | 2,1£1,29¢ | 1,55+0,99b | 18,95+ 3,88
*Siitunlar arasindaki harfler, istatistiki olarak farkli gruplar temsil etmektedir (p<0.05).
25
g/ W Profaz
12 @ Metafaz
z
1%} O Anafaz
(o]
E & Telofaz
an)

Kontrol

10 100

Doz (ppm)

Sekil 4. 29 : Uygulama dozlarina gore 48 saat uygulama siireli 6rneklerde mitoz evrelerindeki
ortalama hiicre say1s1

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresi ile hazirlanan 10 ppm,
100 ppm ve 1000 ppm’lik ¢ozeltilerde ve distile su kullanilarak hazirlanan konrol
grubunda kdklendirilen soganlarin 48 saat sonunda hesaplanan mitotik indeks degerleri,

doza baglh olarak bir azalmanin meydana geldigini ortaya koymaktadir. Kontrol
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grubunda mitotik indeks degeri 41,65 iken, 1000 ppm’lik doz uygulanan grupta 18,95
olarak azalmistir (Tablo 4.10). Bu durum, Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.
bitkisinin sogan alkaloid ekstresinin konsantrasyonu arttikca, Allium cepa kdk meristem
dokusu hiicrelerindeki mitoz boliinmeyi baskiladigini  gostermektedir. Uygulama
dozlarina gore 48 saat uygulama siireli orneklerde mitotik indeks (MI) degerleri

grafiksel olarak Sekil 4.30°da verilmistir.

Tablo 4.10: Doz ve uygulama siiresine gore mitotik indeks (MI)

Uygulama
Dozlar (ppm) Siiresi Mitotik
(saat) Indeks (MI)
Kontrol 48 41,65
10 48 25,9
100 48 23,05
1000 48 18,95
45
40 -
35 A
30
2
e
2
20
p=
15 ~
10 ~
5 -
0
Kontrol 10 100 1000
Doz (ppm)

Sekil 4.30 : Uygulama dozlarina gore 48 saat uygulama siireli 6rneklerde mitotik indeks (MI)
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4.5.3. Kromozomal Anormallikler

48 saatlik uygulama periyodunun sonunda Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.
sogan alkaloid ekstresinin 10 ppm, 100 ppm ve 1000 ppm konsantrasyonlarinin
uygulandig1r gruplarda ve kontrol grubunda 48 saatlik uygulama periyodu sonunda
gbzlenen kromozomal anormallikleri Sekil 4.31°de verilmistir. Gozlenen kromozomal
anormalliklere ait mikroskobik fotograflar Sekil 4.31°de ve doz artisina bagli olarak
gozlenen anormal boliinen hiicre cesitlerinin ortalama sayilariin grafik olarak
degerlendirmesi Sekil 4.32’de verilmistir. Uygulama dozuna bagli olarak goézlenen
anormal bollinen hiicre sayilarinin ortalama degerleri toplam gozlenen hiicre sayisina
gore hesaplanarak, gozlenen 1000 hiicre basina anormal bdliinen hiicre sayisinin

ortalamasi olarak Tablo 4.11 de verilmistir.

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin farkli dozlarina 48
saat maruz kalan A. cepa kok meristem doku hiicrelerinin kromozomlarinda bu
ekstrenin sitotoksik ve genotoksik etkisini net olarak ortaya koyacak cesitli
anormallikler gozlenmistir. Bu anormalliklerin frekanslari, ayni uygulama periyodu
icinde kontrol grubunda kendiliginden meydana gelen anormallikler ile

karsilastirildiginda 6nem arz etmektedir.

Sonuclara gore, Ozellikle nukleus icerisinde diizensiz yayilma goézlenmistir. Profaz
safhasinda diizensiz yayilma, erozyon ve graniilizasyonlar gozlenmisitr. Metafaz
sathasinda ise kromozomlarda yapisma, metafaz tablasinda diizensiz metafaz olusumu,
metafaz ekseninden sapmalar gozlenmistir. Ayrica anafazda koprii olusumu ve anafazda

yanlis kutuplagma ve diizensiz anafaz yayilimlar1 gozlenmistir.
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Sekil 4.31 : Uygulanan dozlarin ardindan kromozomlarda gozlenen anormallikler: a,b Diizensiz
Profaz ve Profazda Graniilizasyon [(a) 1000 ppm, (b) 100 ppm] (M.B.100x10), c-Diizensiz
Metafaz ve Metafazda Yapisma (M.B.40x10) (100 ppm), d-Metafazda yapigsma (M.B.100x10)
(10 ppm), e-Diizensiz metafaz (M.B.100x10) (1000 ppm), f-Anafazda yanlis kutuplagma ve
koprii (M.B.100x10) (1000 ppm), g-Anafazda koéprii (M.B.100x10) (10 ppm)
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Tablo 4.11: Uygulama dozuna bagl olarak gézlenen ortalama anormal boliinen hiicre

sayilari
Diizensiz Ortalama
Profaz ve Metafazda | Diizensiz | Anafazda | Anafazda | Diizensiz | Anormal
Dozlar Profazda yapisma metafaz Y.Kut. koprii Anafaz Boliinen
(ppm) | Graniilizasyon Hiicre
Kontrol 0,05 0 0,1 0 0 0,05 0,2
10 0,05 0,05 0,2 0 0,1 0,05 0,45
100 0,25 0,05 0,15 0,1 0,1 0,15 0,8
1000 0,2 0,45 0,35 0,15 0,15 0,55 1,85

Ort.An.Bdl.Hiic.Say.(Adet)

B Diizensiz Profaz ve
Profazda Graniilizasyon

Metafazda yapisma

Diizensiz metafaz

B Anafazda Y .Kut.

Anafazda koprii

O Diizensiz Anafaz

B Ortalama Anormal Hiicre

Sekil 4. 32 : Doz artisina bagl olarak gozlenen ortalama anormal boliinen hiicre
cesitleri

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin farkli dozlarina 48

saat maruz kalan 4. cepa kdk meristem doku hiicrelerinin mitoz bdliinme sathalarinda

gozlenen kromozomal anormallikler ile toplam bdliinen hiicre sayisi arasindaki % iliski

Tablo 4.12 de verilmistir. Doza bagh olarak % anormal boliinen hiicre sayisinin artisi

Sekil 4.33’de gosterilmistir.
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Tablo 4.12 : Ortalama anormal boliinen hiicre sayisinin toplam mitoz béliinen hiicre sayisinn

% ‘si olarak degeri

Dozlar (ppm) % Anormal Hiicre
Kontrol 0,48
10 1,89
100 3,72
1000 5,69
6 —
5 -
4
=3
<
B
o
22
N
1 -
o I ‘ ‘
Kontrol 10 100 1000
Doz (ppm)

Sekil 4. 33: Doza bagli olarak % anormal boliinen hiicre sayisindaki artig

Sonug olarak, zaman ve doz artisina bagh olarak gruplar arasindaki kok uzunluklari
karsilastirldiginda Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresine
maruz kalan koklerin ortalama uzunluklar1 doz artisina bagli olarak azalmistir. 48
saatlik uygulama siiresi sonunda doz artisina bagh olarak kontrol grubu ile karsilastirlan
deney gruplarindaki koklerde, boliinen hiicre sayisinin diismesine bagli olarak MI’in de
diistiigli ve bu nedenle koklerdeki uzama miktarlarinin azaldigini tablolarda net olarak

gozleyebilmekteyiz (Tablo 4.7 ve Tablo 4.9).



94

Profaz, metafaz ve telofaz safhalarinda saglikli boliinen hiicre sayisi agisindan kontrol
grubu ile 10 ppm, 100 ppm ve 1000 ppm’lik ¢ozeltileri iceren gruplar arasindaki fark
anlamli bulunmustur (p<0.05). Anafaz sathasinda ise kontrol grubu ile 10 ppm S.
fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresi grubu arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Mitotik indeks degerlerine bakildiginda,
S.fischeriana (Herbert) Rupr. alkaloid ekstresine ait 10 ppm, 100 ppm ve 1000 ppm’lik
dozlarinin uygulandig1 gruplarda mitotik indeksin doz artis1 ile dogru orantili olarak

azaldig1 goriilmiistiir (Tablo 4.8).

Kromozomal anormallikler degerlendirildiginde, mitoz bdliinmede diizensiz profaz
yerlesimi gosteren hiicrelerin ortalamasi acisindan kontrol grubu ve 1000 ppm’lik doz
uygulanan grup arasindaki farkin biiyiik oldugu (kontrol grubunda 0,05 iken, 1000 ppm
doz uygulanan grupta 0,45) diger biitiin gruplarda ortalama anormal bdliinen hiicre
sayilarinin (diizensiz profazda kontrol ve 10 ppm-100 ppm gruplar1 arasinda, metafazda
yapismanin 10-100-1000 ppm gruplar arasinda, diizensiz metafazin 10-100-1000 ppm
gruplar arasinda, anafazda yanlhs kutuplasmanin 10-100-1000 ppm gruplar1 arasinda,
anafazda kopriiniin 10-100-1000 ppm gruplar1 arasinda, diizensiz anafazin 10-100-1000
ppm gruplar1 arasinda) birbirine yakin oldugu goriilmiistiir.(Tablo 4.11). Uygulama
dozlarma bakildiginda ise, ortalama toplam anormal hiicre sayist en yiiksek 1000

ppm’lik ekstre igeren uygulama grubunda goriilmiistiir.

S. fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresine maruz kalan uygulama
gruplarinda doz artisina bagli olarak kok uzunlugu ve mitotik indekste azalma
goriiliirken, toplam anormal boliinen hiicre sayisinda artis oldugu istatistiki olarak

saptanmistir.

Bu sonuglar, Allium test metodu kullanilarak muhtemel sitotoksik ve genotoksik etkileri
arastirilan S.fischeriana (Herbert) Rupr. alkaloid ekstresinin sogan koklerinde doz ve
siire artisina bagli olarak kok meristem dokusunda hiicre boliinmesini istatistiki olarak

onemli derecede baskiladigin1 gostermektedir.
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4. 6. ANTIKOLINESTERAZ AKTIiVITE SONUCLARI

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin antikolinesteraz
aktivitesi, AChE ve BChE enzimleri kullanilarak hesaplanmistir. Sonuglara gore,
Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresi, standart olarak
kullanilan ve ayn1 zamanda Alzheimer hastaliginda kullanilan ilacin etken maddesi olan
galantamin ile es konsantrasyonlara % inhibisyon agisindan oldukca yakin sonuglar
vermistir. ICsy degeri arsilastirildiginda ise sonucun birbirine yakin oldugu gézlenmistir.
Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin asetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesteaz enzimlerine kars1 % inhibisyon degerleri Tablo 4.13 de verilmistir.
Ayrica elde edilen saf alkaloid likorin daha once baska Amaryllidaceae familyasi
bitkilerden izole edilerek antikolinesteraz aktivitesi incelendigi i¢in sadece tek dozda
400 pg/mL de AChE ve BChE enzimlerine kars1 % inhibisyonu incelenmis ve AChE’ye
kars1 aktivitesi daha yiiksek bulunmustur (Tablo 4.14).
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aktivitesi *

Tablo 4.13 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin antikolinesteraz

AChE Analizi (% Inhibisyon)
ICs
(ng/mL)
25.00 pg/mL | 50.00 pg/mL | 100.0 pg/mL | 200.0 pg/mL
Ekstre 50.00+0.69 | 60.99+1.37 | 68.60+0.16 | 74.78+0.37 | 25.00
Galantamin’
68,36+1,10 | 74.38+0.65 | 78.59+0.47 | 81.41+0.03 5.01
BChE Analizi (% Inhibisyon)
ICSO
(ng/mL)
25.00 pg/mL | 50.00 pg/mL | 100.0 pg/mL | 200.0 pg/mL
Ekstre 48.05+0.69 | 65.2840.77 | 71.65+0.51 | 74.64+0.71 17.82
Galantamin” | 40.59+0.88 | 48.73£0.90 | 65.02+0.44 | 75.54+1.05 50.88

“Degerler 3 paralel 6l¢iimiin 6l¢iimiin Ortalamasi + Standart Sapma olarak verildi (p<0.05).

UM konsantrasyonda standart drog.

Tablo 4.14 : Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinden izole edilen
likorin alkaloidinin Antikolinesteraz aktivitesi”

Numune (400.0 pg/mL) | AChE Analizi (% inhibisyon) | BChE Analizi (% inhibisyon)
Likorin 69,22+0,28 45,36+4,54
Galantamin’ 84.24 +£0.73 87.72+0.80

“Degerler 3 paralel 6l¢limiin 6l¢timiin Ortalamasi + Standart Sapma olarak verildi (p<0.05).
UM konsantrasyonda standart drog.
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5. TARTISMA VE SONUC

Amaryllidaceae familyas1 bitkileri icerdikleri alkaloidlerin biyolojik aktiviteleri
acisindan oldukga 6nemli bitkilerdir ve son yillarda bu familyanin bitkileri iizerindeki
arastirmalar ¢ok artmustir. Ozellikle Galanthus tiirlerinden izole edilen galantamin
isimli alkaloid hafif ve orta derecedeki Alzheimer hastaligininin tedavisinde en yaygin
olarak kullanilan asetilkolinesteraz inhibitorii bitkisel ilagtir. Bu nedenle ayni familya
bitkilerinden biri olan Sternbergia cinsinin diinyada nadir olarak yetisen bir tiirii olan
Sternbergia  fischeriana (Herbert) Rupr. bitkisi secilerek toplandi. Bitkinin
soganlarindan maserasyonla once direkt metanol ekstresi hazirlandi ve sonra bu
ekstreye asitlendirme-alkalilestime islemleri uygulandi ve organik ¢oziicii ile tiiketerek
alkaloidce zengin ekstre hazirlandi. Sogan alkaloid ekstresinin tagidigi alkaloidlerin
saflastirilmasina ¢alisilarak elde edilen alkaloidlerden (—)-likorin saflastirilmis ve yapist
baslica NMR spektroskopisinin yanisira IR ve kiitle spektroskopik yontemleriyle

karakterize edilmistir.

Tibbi olarak 6nemli alkaloidlerin yer aldigi Amaryllidaceae familyasindaki bitkilerden
pek ¢ogu biyolojik aktiviteleri agisindan degerlendirilmis olmasina ragmen Sternbergia
fischeriana (Herbert) Rupr. bitkisiden hazirlanan herhangi bir ekstresinin genotoksik
Allium testi, Brine Shrimp sitotoksik aktivite ve Antikolinesteraz aktivitesine dayanan

calismalara literatiirde rastlanmamastir.

Likorin alkaloidinin ¢ift dimensiyonlu tekniklerle analizinin tayin edilerek (-)-likorin
oldugunun belirlenmis olmasi da hangi optikce aktif izomerinin bu tiirde bulundugunu
belirlemek acisindan 6nemlidir. Yapilan ¢alismalarin pek¢ogunda hangi optik izomeri
oldugu belirtilmemistir, bu nedenle de literatiirde likorinin protonlarinin kimyasal

kaymasina ait ¢cok farkli NMR verileri bulunmaktadir.
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Sternbergia fischeriana bitkisinden hazirlanan sogan alkaloid ekstresinin antioksidan
aktivite testleri baslica iki yontem ile, DPPH serbest radikal giderim aktivitesine
tamamlayic1 olarak B-karoten-linoleik asit test yontemi ile, ekstrelerin antioksidan
aktivitesi arastirilmistir.. Ciinkii diinyada antioksidan aktivite testleri artik tek bir test
yontemiyle degil, en az birkac test yontemiyle yapilmaktadir. Sternbergia fischeriana
(Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi
konsantrasyon arttirildik¢a artmis ve standartlara olduk¢a yakin sonuglar vermistir ve
ozellikle 200 pg konsantrasyonunda standart olarak uygulanan BHT ve a-Tokoferol ile
hemen hemen ayni inhibisyonu gostermistir (Tablo 4.5). B-Karoten-linoleik asit test
yonteminde ise sogan alkaloid ekstresi BHT ve o—tokoferol standartlarinin oldukca

altinda bir inhibisyon gostermistir.

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin Brine Shrimp
Toksisite testinde Artemia salina larvalarina karst toksisite gosterdigi (LCso= 50,020
ng/mL) ve konsantrasyona bagli olarak oldiiriicii etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu
bitkinin herhangi bir ekstresi sitotoksik olarak higbir test sisteminde daha once

incelenmemistir.

Genotoksisitenin belirlenmesi i¢in yapilan Allium testi sonucuna gore Sternbergia
fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresinin kok ucu hiicrelerinin mitoz
boliinmesi iizerine inhibisyon etkisinin bulundugu ve konsantrasyona bagli olarak
kromozomal anormalliklere neden oldugu tespit edilmistir. Literatiirde Sternbergia
fischeriana (Herbert) Rupr. bitkisinin sogan alkaloid ekstresi iizerinde bu tez

calismasinda yapilan aragtirma disinda genotoksik bir caligmaya rastlanmamaistir.

Houghton ve dig. (2004), likorinin de yapis1 goz Oniine alindiginda, antikolinesteraz
aktivitesinin Amaryllidaceae alkaloidlerinin yapisinda bulunan ve C-1 ve C-2 {izerinde
mevcut olan iki serbest hidroksil grubunun varligi ve stereokimyasi ile iligkili oldugu
One sitirmistiir. Nitekim son yillarda likorinin asetilkolinesteraz aktivite ¢alismalari
yapi-aktivite iligkilerini irdeler bir tarzda ve mekanistik olarak siirdiiriilmektedir

(McNulty, ve dig.,2009; Lamoral-Thyes ve dig., 2009).
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Alzheimer hastaliginin tedavisinde biiylik 6nem tasiyan asetilkolinesteraz enzimini
inhibe etmesi acisindan degerlendirildiginde Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.
sogan alkaloid ekstresinin, su anda Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan ve
calismamizda standart madde olarak kullandigimiz galantamin adli alkaloidin
inhibisyon degerine olduk¢a yakin sonuclar gosterdigi belirlenmistir. 200 pg/mL
konsantrasyonunda Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. sogan alkaloid ekstresi, ve
standart madde olarak kullanilan galantaminin % inhibisyonu sirasiyla (74,78) ve
(81,41) bulunmustur. Biitirilkolinesteraz enziminin inhibisyonunda ise ekstre standart
madde olarak kullanilan galantaminden daha yiiksek bir inhibisyon, yani oldukga iyi bir

ICs degeri (17,82 pg/mL) vermistir.

Bu calismada izole edilen likorin pek ¢cok Amaryllidaceae familyasi bitkisinden de izole
edilip antikolinesteraz etkileri daha 6nce arastirildig: icin bu ¢calismada AChE ve BChE
enzim inhibisyonu degerleri sadece tek konsantrasyonda 400 pg/mL de incelenmis ve
sirastyla % 69,22 ve % 45,36 olarak bulunmustur. Ayni sartlarda galantaminin

inhibisyon degerleri sirasiyla 84,24 ve 87,72 ug/mL olarak bulunmustur.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasi ile Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. bitkisinin
sahip oldugu alkaloidlerden (—)-likorin tanimlanmis ve bu alkaloidleri igeren ekstrenin
biyolojik aktiviteleri belirlenmistir. Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. alkaloid
ekstresi genotoksik, sitotoksik ve antikolinesteraz aktivitesi agisindan ilk defa
incelenmistir. Elde edilen bulgularin bundan sonraki caligmalara katki saglayacagi
diisiiniilmektedir. Ayrica AChE ve BChE enzimlerine karsi yeni alkaloidleri elde
edebilmek amaciyla Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. bitkisinin yaprak ve ¢igekli

kisimlarinin da ekstrelerinin hazirlanarak incelenmesi gerekmektedir.



100

6. KAYNAKLAR

Anon.,2009a,
http://wwweski.tubitak.gov.tr/tubives/index.php?com=11610&tur=Sternbergia%20fisch
eriana [Ziyaret Tarihi:10 Mart 2009]

Anon., 20090,
http://www.backyardgardener.com/plantname/pda 994b.html [Ziyaret Tarihi: 10 Mart
2009]

Anon., 2009c,
http://agaclar.net/forum/showthread.php?t=3417 [Ziyaret Tarihi: 10 Mart 2009]

Anon., 2009d,
http://www.epa.gov/EERD/stat2.htm [Ziyaret Tarihi: 20 Aralik 2009]

ABO-EL-KHIER Z.A., ABO-EL-KHIER G.M., 1992, Cytological Effects of Certain
Active Constituents of Peganum harmala L. 1. Effect of Harmol and Harmine
Alkaloids on Mitosis of Allium cepa, Journal of King Saud University, 4 (1), 37-45.

ABU, N.E., DURU, N.U., 2006, Cytological Effects of Oxytocic Agents on Mitotic
Chromosomes of Allium cepa, Journal of Agriculture, Food, Environment and
Extension, 5 (2), 1-7.

ADSERSEN, A, KIOLBYE, A., DALL, O., JAGER, A.K., 2007, Acetylcholinesterase
and Butyrylcholinesterase Inhibitory Compounds from Corydalis cava, Schweigg. &
Kort, Journal of Ethnopharmacology, 113, 179-182.

AKINBORO, A., BAKARE, A.A., 2007, Cytotoxic and Genotoxic Effects of Aqueous
Extracts of Five Medicinal Plants on Allium cepa Linn, Journal of Ethnopharmacology,
112, 470-475.

AMINA H., ABOU-DONIA, SOAD M., TOAIMA, HALA M., HAMMODA, E.S.,
ERI, K., HIROMITSU, T., 2008, Phytochemical and Biological Investigation of
Hymenocallis littoralis SALISB, Chemistry & Biodiversity, 5, 332-340.

ANISZEWSKI, T., 2007, Alkaloids--secrets of life: alkaloid chemistry, biological
significance, applications and ecological role, Elsevier, Amsterdam, 978-0-444-52736-
3.

ANTOLOVICH, M., PRENZLER, P.D., PATSALIDES, E., MCDONALD, S.,
ROBARDS, K., 2002, Methods for Testing Antioxidant activity, Analyst, 127, 183—198.

ARIHAN, O., BOZ, M., ISKIT, A.B., ILHAN, M., 2009, Antinociceptive Activity of
Coniine in Mice, Journal of Ethnopharmacology, 125, 274-278.



101

ARRIGONI, O., ARRIGONI LISO, R., CALABRESE, G., 1975, Lycorine as an
inhibitor of ascorbic acid biosynthesis, Nature, 256, 513-514.

ARSLAN, N., GURBUZ, B., GUMUSCU, A., IPEK, A., SARIHAN, E. O., OZCAN,
S.; MIRICI, S.; PARMAKSIZ, 1., 2004, Sternbergia candida Mathew et. Baytop
Tiiriiniin Kiiltire Alinmas1 Uzerinde Arastirmalar, /4. Bitkisel Ila¢ Hammaddeleri
Toplantist, 29-31 Mayis 2002, Eskisehir, 975-94077-2-8, 61-65.

ATMANI, D., CHAHER, N., BERBOUCHA, M., AYOUNI, K., LOUNIS, H,
BOUDAOUD, H., DEBBACHE, N., ATMANI, D., 2009, Antioxidant Capacity and
Phenol Content of Selected Algerian Medicinal Plants, Food Chemistry, 112, 303-309.

]?ASBUG, Y., 1999, Tuz Goliinde Yasayan Artemia salina (L., 1758)’nmin Ureme
Ozellikleri, Turkish Journal of Zoology, 23 (2), 635-640.

BASER, K.H.C., 1997, Tibbi ve Aromtaik Bitkilerin ilag ve Alkollii Icki Sanayinde
Kullanimu, Istanbul Ticaret Odas1, Yayin No:1997-39, Istanbul.

BAYTOP, T., 1984, Tiirkiye’de Bitkiler ile Tedavi, Istanbul Universitesi, Yaym
No:3637, Eczacilik Fakiiltesi No:40, Istanbul.

BENABADJI, S.H., WEN, R.; ZHENG, J., DONG, X.C., YUAN, S.G., 2004,
Anticarcinogenic and Antioxidant Activity of Diindolylmethane Derivatives, Acta
Pharmacologica Sinica, 25 (5), 666-671.

BEYER, J., DRUMMER, O.H., MAURER, H.C.H.H., 2009, Herbal Drugs of Abuse, In
Ramawat K.G., (Ed.) Herbal Drugs: Ethnomedicine to Modern Medicine, Springer
Yayievi, Almanya, 978-3-540-79116-4.

BIERER, L.M., HOF P.R., PUROHIT, P.D., CARLIN, L., SCHMEIDLER, J., DAVIS,
K.L., PERL, P.D., 1995, Neocortical Neurofibrillary Tangles Correlate With Dementia
Severity in Alzheimer's Disease, Archives of Neurology, 52, 81-88.

BOGA, M., 2007, Tiirkiye'de Yetisen Vinca Tiirlerinin Antioksidan Aktivitelerinin
Tayini, Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii.

BURITS, M., ASRES, K., BUCAR, F., 2001, The Antioxidant Activity of the Essential
Oils of Artemisia afra, Artemisia abyssinica and Juniperus procera, Phytotherapy
Research, 15, 103-108.

CADENAS, E., DAVIES, K. J. A., 2000, Mitochondrial Free Radical Generation,
Oxidative Stress and Aging, Free Radical Biology & Medicine, 29 (3/4), 222-230.

CHEUNG, L.M., CHEUNG, P.C.K., OOI, V.E.C., 2003, Antioxidant Activity and Total
Phenolics of Edible Mushroom Extracts, Food Chemistry, 81, 249-255.

CHOUDHARY, M., THOMSEN, W.., 2001, Bioassay Techniques For Drug
Development, Harwood Academic Publishers, Hollanda, 90-5823-051-1.



102

CONFORTI, F., LOiZZO, M.R., MARRELLI, M., MENICHINI, F., STATTI, G.A.,
UZUNOV, D., MENICHINI, F., 2009, Quantitative Determination of Amaryllidaceae
Alkaloids from Galanthus Reginae-Olgae Subsp. Vernalis and In Vitro Activities
Relevant for Neurodegenerative Diseases, Pharmaceutical Biology, 48 (1), 2-9.

CORDELL, G. A., 1981, Introduction to Alkaloids: A Biogenetic Approach, Wiley-
Interscience Publication, Ingiltere, 978-0471034780.

CORDELL, G., A., QUINN-BEATTIE, M.L, NORMAN, R.F., 2001, The Potential of
Alkaloids in Drug Discovery, Phytotherapy Research, 15, 183-205.

CROTEAU, R., KUTCHAN, T.M.,LEWIS, N.G., 2000, Natural Products (Secondary
Metabolites) in: BUCHANAN, B., GRUISSEM, W., JONES, R., (EDS.), Biochemistry
and Molecular Biology of Plants, Maryland, USA, 0943088399.

CETIK, R., 1973, Vejetasyon Bilimi , Ulkemiz Matbaas1, Ankara.

CITOGLU,G., TANKER, M., GUMUSEL, B., 1998, Antiinflammatory Effects of
Lycorine and Haemanthidine, Phytotherapy Research, 12, 205-206.

CITOGLU SALTAN, G., YILMAZ SEVER, B., BAHADIR, O., 2008, Quantitative
Analysis of Lycorine in Sternbergia Species Growing in Turkey, Chemistry of Natural
Compounds, 44 (6), 826-828.

DANE, F., 1999, Sternbergia lutea (L.) Ker-Gawl. Ex Sprengel (Amaryillidaceac)
Uzerinde Sitoembriyolojik Inceleme, Turkish Journal of Biology , 23, 9-22.

DAPKEVICIUS, A., VENSKUTONIS, R., BEEK, T.A.V., LINSSEN, J.P.H., 1998,
Antioxidant Activity of Extracts Obtained by Different Isolation Procedures from some
Aromatic Herbs Grown in Lithuania, Journal of the Science of Food and Agriculture,
77, 140-146.

DAVIS P.H, 1984, Flora of Turkey and the East Aegeon Islands, , Edinburgh Univ.
Press, Edinburgh, 8, 362.

DENG, L., DAI, P., CIRO, A., SMEE, D.F., DJABALLAH, H., SHUMAN, S., 2007,
Identification of novel antipoxviral agents: mitoxantrone inhibits vaccinia virus
replication by blocking virion assembly, Journal of Virology, 81 (24), 13392—13402.

DEL GIUDICE, L., MASSARDO, D.R., PONTIERI, P., WOLF, K., 2005, Interaction
between yeast mitochondrial and nuclear genomes: null alleles of RTG genes affect

resistance to the alkaloid lycorine in thoO petites of Saccharomyces cerevisiae, Gene,
354,9-14

DIRI, A.H., 2006, Salvia candidissima Vahl. Ucucu Bilesenlerinin Kargkterizasyonu ve
Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Mugla Universitesi Fen

Bilimleri Enstitiisti.

DREWS, J., 2000, Drug Discovery: A Historical Perspective, Science, 287, 1960-1964.



103

DOSTBIL, N., AGAOGLU, S., 2003, An Investigation about Antimicrobial Activity of
Black Crocus (Stenbergia Fischeriana), Journal of Food Safety 23, 215-219.

DUMAN, H., KOYUNCU, M.,UNAL, F., 2002, The Genus Sternbergia Waldst & Kit.
(Amaryllidaceae) in Turkey, The Karaca Arboretum Magazine, 6 (3) 115-130.

ELCI, S., 1994, Sitogenetik Arastirma Y&ntemleri ve Gozlemler, 100. Y11 Universitesi
Yayinlari, Van, Yayin No:18, Fen Edeb. Fak. Yayin No:16, 52-83.

ELLMAN, G.L., COURTNEY, K.D., ANDRES, V., FEATHERSTONE, R.M., 1961. A
new and rapid colorimetric determination of acetylcholinesterase activity, Biochemical
Pharmacology, 7, 88-95.

EVIDENTE A., CICALA M.R., 1983, 'H and >C NMR analysis of lycorine and a-
dihydrolycorine. Phytochemistry, 22, 581-583.

aEVIDENTE, A., IASIELLO, I., RANDAZZO, G., 1984, Hippamine, a Minor Alkaloid
From Sternbergia lutea, Journal of Naural Products, 47 (6), 1061-1062.

bEVIDENTE, A., IASIELLO, I., RANDAZZO, G., 1984, Isolation of Sternbergine, a
New Alkaloid From Sternbergia lutea Journal of Naural Products, 47 (6), 1003-1008.

EVIDENTE, A., 1986, Isolation and Structural Characterizaion of Lutessine, A New
Alkaloid from Bulbs of Sternbergia lutea, Journal of Natural Products, 49(1), 90-94.

EVIDENTE, A., KORNIENKO, A., 2009, Anticancer Evaluation of Structurally
Diverse Amaryllidaceaec Alkaloids and Their Synthetic Derivatives, Phytochemistry
Reviews, 8, 449-459.

FISKESJO, G., 1985, The Allium Test as a Standard in Environmental Monitoring,
Hereditas, 102, 99-112.

GULCIN, i., BUYUKOKURGGLU, M.E., OKTAY, M., KUFREVIOGLU, O.1., 2003,
Antioxidant and Analgesic Activities of Turpentine of Pinus nigra Arn.subsp. pallsiana
(Lamb.) Holmboe, Journal of Ethnopharmacology, 86, 51-58.

GULCIN, 1., SATL I.G., BEYDEMIR, S., ELMASTAS, M., KUFREVIOGLU, O.1.,
2004, Comparison of Antioxidant Activity of Clove (Eugenia caryophylata Thunb)
Buds and Lavender (Lavandula stoechas L.), Food Chemistry., 87, 393-400.

GULCIN, 1., OGUZ, M.T., OKTAY, M., BEYDEMIR, S., KUFREVIOGLU, O.I,
2004, Evaluation of the Antioxidant and Antimicrobial Activities of Clary Sage (Salvia
sclarea L.), Turkish Journal of Agriculture and Forestry, 28, 25-33.

GOTTWALD, M.D., ROZANSKI, R.I., 1999, Rivastigmine a brainregion selective
acetylcholinesterase inhibitor for treating Alzheimer’s disease: review and current
status, Expert Opinion on Investigational Drugs, 8, 1673-1682.



104

GUNER, A., 1994, “Bitkiler Diinyasr” Bilim ve Teknik, TUBITAK Yayin, Cilt: 27,
Say1 321, Pro- Mat Basin Yayin A. S., Ankara.

HALFON, B., 2005, Natural Products Lecture Notes, Bogazigi Universitesi Basimevi,
[stanbul, 975-518251-9.

HALLIWELL, B., 2009, Free Radicals and Antioxidants: A Personal View, Nutrition
Reviews, 52 (8), 253 — 265.

HALLIWELL, B., GUTTERIDGE, J.M.C., 1999, Free Radicals in Biology and
Medicine, Oxford publicat. 3™ Clarendon Press, Oxford, ISBN: 0-19-855291-2.

HOSHINO, O., 1998, The Amaryllidaceae alkaloids. In: Cordell G.A., (ed) The
alkaloids chemistry and pharmacology, vol 51., Academic Press Inc., New York, 0-12-
469529-9.

HOUGHTON, P.J., AGBEDAHUNSI, J.M., ADEGBULUGBE, A., 2004, Choline
Esterase Inhibitory Properties of Alkaloids from Two Nigerian Crinum Species,
Phytochemistry, 65, 2893-2896.

HUXTABLE, R,J., SCHWARZ, S.K.W., 2001, The Isolation of Morphine-First
principles in science and ethics, Molecular interventions, 1(4), 189-191.

HWANG, Y.C., CHU, J.J.H., YANG, P.L., CHEN, W., YATES, M.V., 2008. Rapid
identification of inhibitors that interfere with poiliovirus replication using a cell-based
assay, Antiviral Research, 77, 232-236.

INCEER, H., BEYAZOGLU, 0., 2000, Bakir Kloriir’iin Vicia hirsuta (L.) S.F. Gray
Kok Ucu Hiicreleri Uzerine Sitogenetik Etkileri, Turkish Journal of Biology, 24, 553—
559.

IZHAKI, 1., 1998, Essential Amimo Acid Composition of Fleshy Fruits Versus
Maintenance Requirements of Passerine Birds, Journal of Chemical Ecology, 24 (8),
1333-1345

JIN, Z., 2005, Amaryllidaceae and Sceletium Alkaloids, Nat. Product Reports Articles,
22, 111-126.

JUNG, M., PARK, M., 2007, Acetylcholinesterase Inhibition by Flavonoids from
Agrimonia pilosa, Molecules, 12,2130-2139.

KABOUCHE, A., KABOUCHE, Z., OZTURK, M., KOLAK, U., TOPCU, G., 2007,
Antioxidant Abietane Diterpenoids from Salvia Barrelieri, Food Chemistry, 102, 1281—
1287.

KARAYEL, C., 2006, Yeni Sentezlenmis Bazi Pirazolin Eklenmis Triazol Tiirevlerinin
Antimikrobiyal Aktivite ve Toksisitelerinin Belirlenmesi, Ylksek Lisans Tezi, Anadolu
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii.



105

KAYA, G. 1., UNVER, N., GOZLER, B., BASTIDA, J., 2004, (-)-Capnoidine and (+)-
bulbocapnine from an Amaryllidaceae species, Galanthus nivalis subsp. cilicicus,
Biochemical Systematics and Ecology, 32, 1059-1062.

KAYA, G.I., GOZLER, B., 2005, Quantitative and cytotoxic activity determinations on
Galanthus nivalis subsp. cilicicus, Fitoterapia, 76, 340-343.

KELLY, C.A., HARVEY, R.J., CAYTON, H., 1997, Drug treatments for Alzheimer’s
disease. British Medical Journal, 314, 693—694.

KEHRER, P.J., 1993, Free Radicals as Mediators of Tissue Injury and Disease, Critical
Reviews in Toxicology, 23( 1), 2 1-48.

KIVRAK, I, DURU, M.E.,, OZTURK, M., MERCAN, N., HARMANDAR, M.,
TOPCU, G., 2009, Antioxidant, Anticholinesterase and Antimicrobial Constituents
from The Essential Oil and Ethanol Extract of Salvia Potentillifolia, Food Chemistry
116, 470-479.

KIRBY, A. J., SCHMIDT, R. J., 1997, The antioxidant activity of Chinese herbs for
eczema and of placebo herbs, Journal of Ethnopharmacology, 56, 103—108.

KOYUNCU, M., 1994, Geofitler, Bilim ve Teknik Tiibitak Yaymlari, Cilt 27, Say1:321,
Pro-Mat Basin Yayim A.S., Ankara.

KURAS, M., PILARSKI, R., NOWAKOWSKAC, J., ZOBEL, A., BRZOST, K.,
ANTOSIEWICZE, J., GULEWICZ, K., 2009, Effect of Alkaloid-Free and Alkaloid-
Rich Preparations from Uncaria tomentosa Bark on Mitotic Activity and Chromosome
Morphology Evaluated by Allium Test, Journal of Ethnopharmacology, 121, 140-147.

KUTCHAN, T.M., 1995, Alkaloid Biosynthesis- the Basis for Metabolic Engineering of
Medicinal Plants, Plant Cell, 6, 723-735.

LAMORAL-THEYS, D., ANDOLFI, A., VAN GOIETSENOVEN, G., CIMMINO, A,
LE CALVE, B., WAUTHOZ, N., MEGALIZZI, V., GRAS, T., BRUYERE, C.,
DUBOIS, J., MATHIEU, V., KORNIENKO, A., KiSS, R., EVIDENTE, A., 2009,
Lycorine, the Main Phenanthridine Amaryllidaceae Alkaloid, Exhibits Significant
Antitumor Activity in Cancer Cells That Display Resistance to Proapoptotic Stimuli: An
Investigation of Structure-Activity Relationship and Mechanistic Insight, Journal of
Medicinal Chemistry, 52, 6244—6256

LEME, D.M., MARIN-MORALES, M.A., 2009, Allium cepa Test in Environmental
Monitoring: A Review on Its Application, Mutation Research, 682, 71-81.

LIU, J., HU, W-X_, HE, L-F., YE, M., LI, Y., 2004, Effects of Lycorine on HL-60 Cells
Via Arresting Cell Cycle and Inducing Apoptosis, FEBS Letters, 578, 245-250.

LL Y., LIU, J., TANG, L-J., SHI, Y-W., REN, W., HU, W-X., 2007, Apoptosis Induced
by Lycorine in KM3 Cells is Associated With the GO/G1 Cell Cycle Arrest, Oncology
Reports, 17, 377-384.



106

LIKHITWITAYAWUID, K., ANGERHOFER, C.K., CHAI, H., PEZZUTO, J.M,,
CORDELL, G.A., 1993, Cytotoxic and Antimalarial Alkaloids from The Bulbs of
Crinum amabile, Journal of Natural Products, 56, (8), 1331-1338.

LOECKIE L., DE, Z., JOHN, H. N., MEERMAN, JN.M., COMMANDEUR NICO
P.E.V., 1999, Biomarkers of Free Radical Damage Applications In Experimental
Animals and In Humans, Free Radical Biology & Medicine, 26 (1/2),202-226.

LOPEZ, S., BASTIDA, J., VILADOMAT, F., CODINA, C., 2002, Acetylcholinesterase
Inhibitory Activity of Some Amaryllidaceae Alkaloids and Narcissus Extracts, Life
Sciences, 71, 2521-2529.

MAMMADOYV, R., SAHRANC, B., 2003, Mugla Il Merkezinde Sonbaharda Tespit
Edilen Baz1 Geofitler, Ekoloji Cevre Dergisi, 12 (48), 13-18.

MACKEY, Z.B., BACA, AM. MALLARI, J.P., APSEL, B., SHELAT, A,
HANSELL, E.J., CHIANG, P.K., WOLFF, B., GUY, K.R., WILLIAMS, J.,
MCKERROW, J.H., 2006. Discovery of trypanocidal compounds by whole cell HTS of
Trypanosoma brucei, Chemical Biology & Drug Design, 67, 355-363.

MARTIN G. BANWELL, ALISON J. EDWARDS, KATRINA A. JOLLIFFE,
MICHAEL KEMLER, 2001, An operationally simple and fully regiocontrolled formal
total synthesis of the montanine-type Amaryllidaceae alkaloid (+)-pancracine, Journal
of Chemical Society, Perkin Transactions 1 Articles, 1345—1348

MCNULTY, J., NAIR, J.J, CODINA, C. BASTIDA, J., PANDEY, S,
GERASIMOFF, J., GRIFFIN, C., 2007, Selective Apoptosis-Inducing Activity of
Crinum-Type Amaryllidaceae Alkaloids, Phytochemistry, 68 (7), 1068-1074.

MCNULTY, J., NAIR, J.J., CODINA, C., BASTIDA, J., PANDEY, S., GRIFFIN, C.,
2009, Structure-activity studies on the lycorine pharmacophore: A potent inducer of
apoptosis in human leukemia cells, Phytochemistry, 70, 913-919

METIN, M., BURUN, B., 2008, Cytogenetic Effects of Urginea maritima L. Aqueous
Extracts on the choromosomes by using Allium test Method, Caryologia, 61(4), 342-
348

MILLER, H. M., 1971, A simplified method for the evaluation of antioxidants, Journal
of the American Oil Chemists Society, 45, 91.

MORALES, R., CASTILLO, J., 2004, El jenero Sternbergia (Amarillydaceae) en la
Peninsula Iberica, Anales del Jardin Botanico de Madrid, 61(2), 119-128.

MUKHERJEEA, PK. KUMAR, V. MAL, M., HOUGHTON, P. J., 2007,
Acetylcholinesterase Inhibitors from Plants, Phytomedicine 14, 289-300.

ODEIGAH, P.G.C., NURUDEEN, O., AMUND, 0.0., 1997, Genotoxicity of Oil Field
Wastewater in Nigeria, Hereditas, 126, 161-167.



107

OLOYEDE, A., OKPUZOR, J., OMIDII, O., 2009, Cytological and Toxicological
Properties of a Decoction Used for Managing Tumors in Southwestern Nigeria,
Pakistan Journal of Biological Sciences, 12 (4), 383-387.

aORHAN, I., SENER, B., 2003. Bioactivity-directed Fractionation of Alkaloids from
Some Amaryllidaceae Plants and Their Anticholinesterase Activiy, Chemistry of
Natural Compounds, 39 (4), 383-386

bORHAN, 1., SENER, B., 2003, Acetylcholinesterase Inhibitors from Natural
Resources, FABAD Journal of Pharmaceutical Sciences., 28, 51-58.

ORHAN, 1., SENER, B. CHOUDHARY, M., KHALID, A., 2004,
Acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase inhibitory activity of some Turkish
medicinal plants, Journal of Ethnopharmacology, 91, 57-60

OZTURK, M., AYDOGMUS-OZTURK, F., DURU, M.E., TOPCU, G., 2007,
Antioxidant Activity of Stem and Root Extracts of Rhubarb (Rheum ribes): An Edible
Medicinal Plant, Food Chemistry, 103, 623—630.

OZTURK, N., TUNALIER, Z., KOSAR, M., BASER, K.H.C., 2004, Petroselinum
Crispum, Anethum Graveolens ve Eruca Sativa’nin Antioksidan Etki ve Fenolik

Bilesikler Yoniinden Incelenmesi, 14. Bitkisel Ilag Hammaddeleri Toplantisi, 29-31
Mayis 2002, Eskisehir, 376-384.

PARK, Y. K., KOO, M. H., IKEGAKI, M., CONTADO, J. L., 1997, Comparison of
the flavonoid aglycone contents of Apis mellifera propolis from various regions of
Brazil, Arquivos de Biologiae Technologia, 40, 97—-106.

PABUCCUOGLU, V., RICHOMME, P., GOZLER, T., KIVCAK, B., FREYER, A.J.,
SHAMMA, M., Four New Crinine-Type Alkaloids from Sternbergia Species, Journal
of Natural Products, 52 (4), 785-791.

PAPAS, A M., 1996, Determinants of Antioxidant Status in Humans, Lipids , 31, 77-82.

RANK, J., NIELSEN, M.H., 1993, A modified Allium test as a tool in the screening of
the genotoxicity of complex mixtures, Hereditas, 118, 49-53

SECMEN, O., GEMICI, E., GORK, G., BEKAT, L., LEBLEBICL E., 1998, Tohumlu
Bitkiler Sistematigi, Ege Unv. Fen. Fak. Kitaplar Serisi, No: 116, [zmir.

SCOTT, L.J., GOA, K.L., 2000, Galantamine: a Review of Its Use in Alzheimer’s
Disease, Drugs, 60, 1095-1122.

SIES, H., 1985, Okxidative Stress: Introductory remarks. In Oxidative Stress, ed. Sies.
Academic Press, London.

SIES, H., 1997, Physiological Society Symposium: Impaired Endothelial and Smooth
Muscle Cell Function In Oxidative Stres, Experimental Physiologv, 82, 291-295.



108

SILVA, AF.S., ANDRADE, J.P.DE., MACHADO, K.R.B., ROCHA, A.B., APEL,
M.A., SOBRAL, M.E.G., HENRIQUES, A.T., ZUANAZZI, J.A.S., 2008, Screening for
Cytotoxic Activity of Extracts and Isolated Alkaloids from Bulbs of Hippeastrum
vittatum, Phytomedicine 15, 882—885.

SOWEMIMOA, A.A., FAKOYA, F.A.,, AWOPETU, I, OMOBUWAJO, O.R,,
ADESANYA, S.A., 2007, Toxicity and Mutagenic Activity of Some Selected Nigerian
Plants, Journal of Ethnopharmacology, 113, 427-432.

SENER, B., BINGOL, F., ERDOGAN, i., BOWERS, W.S., EVANS, P.H., 1998,
Biological Activities of Some Turkish Medicinal Plants, Pure & Applied Chemistry, 70
(2), 403-406.

SENER, B., KOYUNCU, M., BINGOL, F., MUHTAR, F., 1999, Production of
Bioactive Alkaloids from Turkish Geophytes, Pure & Applied Chemistry, 70 (11), 1-6.

SENER, B., ORHAN, 1., SATAYAVIVAD, J., 2003, Antimalarial Activity Screening
of Some Alkaloids and the Plant Extracts from Amaryllidaceae, Phytotherapy Research,
17, 1220-1223.

T.C. RESMI GAZETE, 15.11.2008, Say1: 2755, Dogal Cicek Soganlarimin 2009 Yili
Thracat Listesi Hakkinda Teblig (No: 2008/62).

TANKER, M., CITOGLU, G., GUMUHEL, B., HENER, B., 1996, Alkaloids of
Sternbergia clusiana and Their Analgesic Effects, International Journal of
Pharmacognosy, 34 (3), 194-197.

TANKER, M., TANKER N., 1990, Farmakognozi, Ankara Universitesi Basimevi,
Ankara, 975-482-066-X.

TANKER, N., KOYUNCU, M., COSKUN, M., 1998, Farmasétik Botanik, Ankara
Universitesi Basimevi, Ankara, 975-482-411-8.

TOPCU, G., AY, M., BILICI, A., SARIKURKCU, C., OZTURK, M., ULUBELEN, A.,
2007, A New Flavone from Antioxidant Extracts of Pistacia Terebinthus, Food
Chemistry, 103, 816—822.

TUDZYNSKI, P., CIORREIA, T., KELLER, U., 2001, Biotechnology and genetics of
ergot alkaloids, Applied Microbiology and Biotechnology, 57, 593—605.

TURKOGLU, A., KIVRAK, I, MERCAN, N., DURU, M.E., GEZER. K., TURKOLU.
H., 2006, Antioxidant and Antimicrobial Activities of Morchella conica Pers., African
Journal of Biotechnology, 5(11), 1146-1150

UCAR, N., 2004, Muscari bourgaei Baker Tiirii Uzerinde Bazi Fitokimyasal
Arastirmalar, Yiiksek Lisans, Mugla Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii.

UR-RAHMAN, A., SULTANA, A., NIGHAT, F., BHATTI, M.K., KURUCU, S.,
KARTAL, M., 1995, Alkaloids From Vinca major, Phytochemistry, 38(4), 1057-1061.



109

UNVER, N., 1999, Bolu Abant Golii Cevresinde Yabani Olarak Yetisen Galanthus
Plicatus Bieb.subsp. Byzantinus (Baker) D.A. Webb (Amaryllidaceae) Bitkisinin
Alkaloidleri Uzerinde Izolasyon ve Yapi Aydinlatma Calismalari, Doktora Tezi, Ege
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii.

UNVER, N., KAYA, G. 1., OZTURK, H. T., 2005, Antimicrobial Activity of
Sternbergia sicula and Sternbergia lutea, Fitoterapia, 76, 226-229.

UNVER, N., 2007, New Skeletons and New Concepts in Amaryllidaceae Alkaloids,
Phytochemistry Reviews, 6, 125—135.

VELIOGLU Y.S., MAZZA, G., GAO, L., OOMAH, B.D., 1998, Antioxidant activity
and total phenolics in selected fruits, vegetables, and grain products, Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 46, 41134117

VURAL, N., 2005, Toksikoloji, Ankara Universitesi Basimevi, Ankara Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Yayinlari, 975-482-289-1.

YAMADA, K., YAMASHITA, M., SUMIYOSHI, T., KATSUMI NiSHIMURA, K.,
TOMIOKA, K., 2009, Total Synthesis of (-)-Lycorine and (-)-2-epi-Lycorine by
Asymmetric Conjugate Addition Cascade, American Chemical Society ,ORGANIC
LETTERS, 11 (7), 1631-1633.

YESILTEPE, B., 2006, Colchicum bivona Guss. Tohumlarinin Alkaloitleri Uzerinde
Arastirmalar, Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii.

YESILYURT, V., HALFON, B., OZTURK, M., TOPCU, G., 2008, Antioxidant
potential and phenolic constituents of Salvia cedronella, Food Chemistry, 108, 31-39.



110

7. OZGECMIS

Tuba (GUNDUZ) BAYGAR, 19/12/1980 tarihinde Istanbul’da dogdu. 2002 yilinda
Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nden mezun oldu. 2003 yilinda
Istanbul Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Orta Ogretim Alan Ogretmenligi (Tezsiz
Yiiksek Lisans) programidan mezun oldu. 2004 yilinda Istanbul Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Biyoloji ve Genetik Yiiksek Lisans programina kayit

oldu. Tuba BAYGAR evli olup, Ayca isminde bir kizi bulunmaktadir.



