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OZET

CYCLAMEN GRAECUM LINK. EKSTRAKLARININ AKTIF
BILESENLERININ KARAKTERIZASYONU, ANTIOKSIDAN VE
HISTOLOJIK ETKIiLERININ BELIRLENMESI

Geofitlerin en 6nemli 6zelliklerinden biri sogan, tuber ve rizomlarinin igerdikleri
etken maddeler sayesinde tedavi maksatli kullanilmalaridir. Bu etken maddeler
bir¢ok hastaligin sebebi olan viicuttaki zararli serbest radikalleri etkisiz hale getiren
antioksidan ozellige sahiptirler. Geofitler arasinda 6nemli bir cins olan Cyclamen L.
Primulacea (Cuhagigegigiller) familyasina aittir. Bu ¢alismada Cyclamen graecum
Link. tiriintin farkli ¢oziiciilerde (etanol, metanol, benzen, aseton) hazirlanmig
ekstraklarinin antioksidan aktivitesi ve trake dokusu iizerindeki histolojik etkisi
degerlendirilmistir. Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde DPPH ve [-karoten-
Linoleik asit yontemi kullanilmistir. Cyclamen graecum Link. ekstraklarinda en
yiiksek antioksidan aktivite (%80,2 + 0,6) yeriistii kisminin etanollii ekstraktinda
elde edilmistir. C. graecum bitkisinin 1 mg/ml/lik hazirlanan ekstraktlar arasinda en
yiiksek serbest radikal giderim aktivitesi yeriistii kisimimin etanollii ekstraktinda
(%97,3 £ 0,55) bulunmustur. Ayrica bu ekstrelerin toplam fenolik icerikleri de
belirlenmistir. Bitkinin 0,1 gr/lt ve 0,3 gr/lt ekstraktlarimin oral olarak verildigi
sicanlarin trake dokusu mukus materyali notral sekerlerinin yogunlugunda, gruplar
arasinda belirgin bir farklilik gézlenememistir.

Anahtar Kelimeler: Cyclamen, Antioksidan Aktivite, Trake



SUMMARY

THE CHARACTERIZATION OF ACTIVE COMPANENTS OF CYCLAMEN
GRAECUM LINK. EXTRACTS AND THE DETERMINATION OF THEIR
ANTIOXIDANT AND HISTOLOGICAL EFFECTS

One of the most important features of Geophytes is their use for therapeutic purposes
thanks to their active substances found in onions, tuber and rhizomes. These active
substances neutralize harmful free radicals in the body which cause many diseases
showing their antioxidant properties. Cyclamen L. which belongs to Primulaceae
(primula) family is an important genus in Geophytes. In this study, the histological
effects on tracheal tissue and antioxidant activity of extracts prepared in different
solvents (ethanol, methanol, benzene, and acetone) of Cyclamen graecum Link. were
investigated. DPPH and p-carotene-linoleic acid methods were used for the
determination of antioxidant activity. The highest antioxidant activity (80.2% + 0.6)
in the Cyclamen graecum Link. extracts was obtained from ethanol extracts of the
above ground part. The highest free radical removal activity in-between of extracts
prepared with 1 mg/ml of C. graecum plant was found in the ethanol extracts (97.3%
+ 0.55) of the above ground part. In addition, the total phenolic contents of these
extracts were also determined. A significant difference could not be observed in the
intensity of neutral mucosubstances of the trachea in the groups of 0,1 gr/L and 0,3
gr/L plant extracts administered orally to rats.

Keywords: Cyclamen, Antioxidant activity, Trachea
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1. GIRIS

Tiirkiye jeolojik yapisi, iklimsel durumu ve Avrupa-Sibirya, Iran-Turan ve Akdeniz
olmak iizere 3 farkli gen kusaginda yer almasi nedeni ile zengin bir floraya sahiptir

(Giiner, 1994).

Ulkemiz sadece flora zenginligi degil, endemik tiir zenginligi bakimindan da gok

onemli bir yere sahiptir (Ekim, 1990).

Yurdumuz ayrica geofit adi altinda toplanan soganli, rizomlu, tuberli bitki tiirleri
acisindan ¢ok zengindir. Geofitler toprak altinda sogan, yumru ve rizom gibi gida
maddesi depo eden 6zellesmis toprak alti gdvdeleri tagiyan otsu bitkilerdir (Cetik,
1973). Floramizin 8. cildinde yer alan petaloid monokotiller ile 6. ciltteki Cyclamen
ve ilk cildinde yer alan Anemone, Eranthis, Corydalis cinslerine ait yaklasik 500
civarinda tiir yurdumuzda dogal olarak yetismekte olup bunlarin hemen hepsi giizel

cicekli gosterigli bitkilerdir (Ekim ve Koyuncu, 1992).

Geofitlerin bitkiler arasindaki yeri incelendiginde, bunlarin Tohumlu bitkiler
(Spermatophyta) boliimiinde, kapali tohumlu bitkiler (Magnoliophyta) alt boliimiinde
yer aldiklar1 goriilmektedir. Bu grup bir ¢enekli bitkiler (Liliopsida) ve 2 cenekli
bitkiler (Magnoliapsida) olmak tizere iki smifa ayrilir. Geofitler ¢ogunlugu “bir
cenekli bitkiler” smifinda olmak {izere, her iki sinifta da yer almaktadir (Koyuncu,

1994).

Soganli, yumrulu ve rizomlu bitkilerin gelismeleri agisindan yazin, sicak ve kurak
aylar, kisin da soguk ve karli aylar elverissiz donemlerdir. Bitkiler bu elverissiz
aylar1 toprak altinda uyku halinde gecirirler. ilkbahar ve sonbaharda yagmurlarmn
baslamas: ve sicakligin normale dénmesi ile hizli bir gelisme gostererek, ¢igek ve
tohum olustururlar. Geofitlerin toprak altt kisimlari, yedek besin depo eden
kisimlaridir. Bu nedenle geofitler, bu organlarin topraga dikilmesiyle kolayca

retilebilirler (Koyuncu, 1994).

Geofitlerin en 6nemli 6zelliklerinden biri sogan, yumru ve rizomlarinin igerdikleri
etken maddeler sayesinde tedavi maksatl kullanilmasidir. Geofitlerle tedavi ¢ok eski

zamanlara dayanmaktadir (Demirhan, 2001).
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Tirkiye’de bulunan geofit bitki tiirleri, tarla agmalar ve asir1 otlatma, sanayilesme,
tarimsal miicadele, orman yanginlari, kara yollarinin yol genisletme ve yeni yol agma
faaliyetleri, izinsiz toplayicilar, ayrica da ihrag {iriinii olarak kullanilmasi nedeniyle
tehdit altindadir. Halen bilingsizce yapilan gerek toplanmasi agisindan, gerekse
yukarida belirttigimiz faktorlerden dolayr biiyiik bir doga tahribatinin olmasi s6z
konusudur. Bunun i¢in bu durumdaki bitkilerin korunmasi ve kiiltiire edilmesi, hem
tilkemizdeki gen kaynaklarinin korunmasi, hem de iyi adapte olduklari ortam

sartlarinda iiretime gidilmesi yolunda onerilerin bulundugu bildirilmektedir.

Ayrica geofitler hayvanlar tarafindan da zarar gorebilir. Ancak bu bitkiler bu agidan
diger bitkilere oranla daha avantajli olup, sogan, yumru ve rizom gibi depo ve
vejetatif gelisme organlarinin toprak altinda olmasi dogal bir korunma saglamaktadir.
Hatta sahip olduklar1 6zel koku, tat veya igerdikleri zehirli bilesikler onlarin

hayvanlar tarafindan yenmelerine engel olmaktadir (Koyuncu, 1994).

Ulkemizde geofit bitkilerin dis satimlari genel olarak dogal olanlarm sdkiimiine
dayanmaktadir. Uretilerek ihra¢ edilen miktar, {iretimin daha pahali olmasindan
dolay1r dogadan sokiim ile yapilan ihracattan daha diisiik diizeydedir (Koyuncu ve
Ekim, 1984).

Tim bu faktorler dogal floranin degismesine ve endemik bitki tiirlerinin yok
olmasma veya yok olma tehlikesiyle karsi karsiya kalmasina neden olmaktadir

(Semiz ve Cigek, 2001).

1.1 Calisma Materyalinin Botanik Ozellikleri

1.1.1 Primulaceae (Cuhacicegigiller)

Primulaceae familyast ¢ogunlugu Kuzey Yarimkiirede ve 6zellikle Alpin bolgelerde
yayilis gosteren 28 cins ve 1000 kadar tiir igerir. Ulkemizde 9 cins ve 40 tiirii
bulunur. Bu familya iiyelerinin genel 6zellikleri bir veya ¢ok yillik otsu, nadiren yar1
calimsi bitkilerdir. Yapraklar almasik, karsilikli veya hepsi tabanda, genellikle basit
yaprak kenarlar1 diiz veya nadiren derin lobludur. Cigek saplar1 yapraksiz veya
cicekler sapla yaprak arasina girmis, halka dizilisli veya salkim seklinde, spika,
umbella veya panikula durumunda, genellikle braktelidir. Stamen 5, gigekler
biseksiiel, bazen heterostili gézlenir. Korolla genellikle bilesik petalli (gamopetal) ve

aktinomorf, nadiren yoktur. Stamenler epipetal, korolla loblariyla karsilikli.



Staminotlar bazen mevcut, ovaryum genellikle tist durumlu, plasentalanma serbest-
sentral. Stigma bas seklinde. Meyve 5 yarikla agilan kapsula veya piksidyumdur.
Tohumlar ¢ok veya az sayidadir. Bu familyaya ait kayithh 9 cins vardir: Primula,
Dionysia, Androsace, Hottonia, Cyclamen, Lysimachia, Glaux, Anagallis, Samulus
(Davis, 1978).

1.1.2 Cyclamen L.
Cyclamen cinsinin iilkemizde dogal halde 10 tiiri yetisir. Bu tiirlerin bir kismi

ilkbaharda bir kismi ise sonbaharda cigek acar.

[lkbaharda cicek acan tiirler

v C. persicum Miller,

C. repandum Sm. In Sibth &Sm
C. pseud — ibericum Hildebr.

C. coum Miller.

C. trochopteranthum O. Schwarz

NN

C. parviflorum Pobed.

Sonbaharda cicek acan tiirler

v' C. graecum Link.

v C. cilicicum Boiss &Heldr.
v C. mirabile Hildebr.

v C. hederifolium Aiton.

Bu tiirlerden endemik olanlar sunlardir

v" C. repandum Sm-in Sibth. & Sm.
C. parviflorum Pobed

C. pseud-ibericum Hildebr

C. trochopteranthum O. Schwarz
C. cilicicum Boiss &Heldr.

C. mirabile Hildebr.

NN

Bundan dolayr 6 endemik tiirle Anadolu bir Cyclamen cennetidir (Ekim ve ark.,
1991).



Bu cinsin genel 6zellikleri ise yumru ve toprak alt1 govdesi ¢ok yillik otsu bitkilerdir.
Yapraklar uzun sapli, oval, dairemsi veya kordat tabanli, tam veya farkli sekillerde
disli, disler arasi revolut. Cigekler tek baslarina ve 6ne dogru egiktir. Cigek saplari
uzundur, genellikle meyva olgunlagirken spiral seklinde kivrilir. Kaliks tam, 5
lobludur. Korolla kisa ve yar1 kiire seklinde tiiplii eflatun pembe veya beyaz
renklidir. Loblar1 geriye kivriktir veya nadiren antere yapisiktir, 5 stamenlidir.
Stamenler 5 adet ve korolla’nin tabanindadir, flamentler ¢ok kisa, anterler ise genis
olup, koni olusturacak sekilde birbirlerine yaklasmistir. Ovaryum iist durumludur,
stilus ince ve genellikle anterlerden uzundur. Kapsiil genis ve biiyiik, tepeden veya
degisik yerlerden 5 yarikla agilir (Sekil 1.1). Tohumlar 1slak ve yumusaktir, yapiskan
bir salg1 ile kaplidir ve genellikle tek tek’tir (Davis, 1978).

Cyclamen. Cyclamen, Cyclamen Cyclamen.
Flowex cut vertically, Coroila and andreecium laid open. Troit cfxt vertic.ally. Diagram,

Sekil 1.1 : Cyclamen bitkisinin ¢igek yapisi

Cylamen ismi latince “kuklamis”, “kuklamiren” sozciiklerinden tiiretilmistir. Latince
“’kuklos’’veya ‘’cyclos’ daire anlamina gelmektedir. Cyclamen ismi bu bitkilere
M.O. 370-285 yillar1 arasinda yasayan Theophrastus tarafindan verilmistir. Bitkiye
bu ismin verilmesinin sebebi ise toprak altt yumrularinin yuvarlak, yapraklarin daire
seklinde olmasindan veya meyva saplarmmin daire seklinde helezonlar yaparak

topraga dogru uzanmasindan dolayidir (Tanker ve ark., 1984).

Bu cinste yer alan tiirler iilkemizin degisik yorelerinde “domuz ekmegi, domuz turpu,
domuz agirsagi, dag meneksesi, siklamen, tavsan kulagi, deve tabani, buhur otu,
buhur meryem, yer somunu, dana gdobegi, kir meneksesi, kostebek, kostiikkopen,
kostiikopegi, kuskusa, menekse kokii, tavsan pacasi, topalak isimleri ile taninirken

Avrupa dillerinde ise “morron de cochon, savbnot, sowbread, ciclamino, pan de



puerco’’ isimleri ile taninmaktadir. Bu isimlerden de anlasilacagi iizere domuzlar bu

bitkinin yumrularini fazlaca tilkketmektedir. (Baytop, 1994; Tanker ve ark., 1984).

Cyclamen tiirleri yaprak ve ¢iceklerinin giizelliginden dolay1 sevilen bir siis bitkisi
olup, bu amagla yetistirilen bir ¢ok kiiltiir formu vardir. Ayrica iilkemizde dogal
olarak yetisen tiirlerin bir kismi da tabiattan sokiilerek siis bitkisi olarak basta

Hollanda olmak iizere Avrupa iilkelerine ihra¢ edilmektedir (Ekim ve ark., 1991).

Cyclamen tiirlerinin 6zellikle sonbaharda ¢i¢ek agan tiirlerinin dig satiminin
yapilmasi ve Giineybati Anadolu’da yapilmasi nedeniyle bu bolgelerde yapilan
arastirmalarda 5-15 yildir s6kiim yapilmasina ragmen, bitkinin gozle goriilebilir bir
tahribata ugramadigit ve halen bol miktarda oldugu gozlenmistir. Yapilan
arastirmada, bitkinin miinavebe ile toplanmasindan ve ozellikle sik cali altinda
yetisen Orneklerin kolayca sokiilmemesinden dolayr bitkinin kendini yenilemesi

kolaylagsmaktadir (Ekim ve ark., 1991).

1.1.3 Cyclamen graecum Link.

Yumrular kiiresel ya da ovel, ¢atlakli, mantarimsidir. Kokler merkezden asagi
yiizeylere yayilir kalinlasir ve geri kivrilir. Sonbaharin sonlarina dogru ¢igeklenir,
yapraklar ciceklerden sonra ortaya ¢ikar. Kordat cok az koselidir, 3-14 cm
uzunlugunda ve genisligindedir, marjini ¢ok hafif kalinlagir ve kabuk baglar,
dentrikulattir. Korolla soluk pembe nadiren beyaz, loblar 2 c¢cm uzunlugunda ve
auriculate’tir. Loblar koyu kirmizi renktedir. Korolla 2 ya da 3 damarhidir. Meyve
pediselleri tabandan ya da ortadan diizensiz sekilde dagilir. Bitki 10 cm kadar

boylanir. Dogada rahatlikla bulunabilen bir ¢esittir.

*  Yayilis alanlari: Pinus brutia ormanlari, makilik alanlar, kiregli kayaliklardir.

e Yetisme yuksekligi: 1-100 m




Sekil 1.2 : C. graecum bitkisi

1.2 icerik Tammlamalan

1.2.1 Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS)

Numune dogrudan kiitle spektrometresinin iyonlagsma kaynagina verilebilecegi gibi,
cogunlukla iyonlasma kaynagi ile son bulan bir kromatografik teknik de
kullanilabilir. Kiitle spektrometresi ile birlikte kullanilabilen tekniklere 6rnek olarak
gaz kromatografisi (GC), yiiksek basingh sivi kromatografisi (HPLC) ve kapiler
elektroforez (CE) verilebilir. Kiitle spektrometresi ile tespit edilebilen bilesik gaz
fazinda verilmeli ve saf olmali, yani karisim halinde olmamalidir. Pek ¢ok gercek
ornek ise karisim oldugu icin bunlar1 ayirmak ve buharlastirmak i¢in kullanilabilecek
en uygun yontem kiitle spektrometresini gaz kromatografisine baglamaktir.
Bilesenler ugucu olmayan bir siv1 ile kapli GC kolonundan, kaynama noktalarina ve
kolon-tasiyici gaz etkilesimlerine gore ayrilirlar. Gaz faz ile etkilesim ne kadar fazla
ise ayrim o kadar hizhidir. Bilesenin, enjeksiyon portundan dedektore ulasincaya
kadar gecen siire olarak tanimlanan alikonma zamani da kendisine 6zgiidiir. GC ile
elde edilen siddete karsi zaman dedektor sinyali egrisi, bilesenlerin eliisyonunu
simgeler ve kromatogram olarak adlandirilir. Kromatogramdaki her pik de bir
bileseni simgeler. Pik alani karisimdaki bilesenin miktarin1 simgelerken; alan ile
konsantrasyon arasinda normal sartlarda lineer bir iliski s6z konusudur GC-MS;
kompleks karigimlarin ayrimi, tespit ve tayinlerinin yapilabildigi bir tekniktir. Bu
nedenle de molekiil kiitlesi diisiik olan yiizlerce bilesigin analizi i¢in idealdir. Bir
bilesigin GC-MS ile analiz edilebilmesi i¢in termal olarak kararli ve yeterince ugucu
olmas1 gerekmektedir. Ayrica fonksiyonel gruplu bazi bilesiklerin, veri kalitesini
etkileyecek adsorpsiyon problemlerini dnlemek igin, analiz dncesi tiirevlendirme gibi

bazi kimyasal modifikasyonlar1 gerekebilmektedir. Ornekler organik g¢dziiciide
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¢Oziilmiis olarak verildigi i¢in de toprak, sediment, doku gibi O6rneklerin organik
¢oziiciiye alinmasi igin cesitli teknikler gerekir. Ornek, GC girisine enjekte edilir;
buharlasir ve tasiyict gaz (genellikle helyum) ile kolondan siipiiriiliir. Ornek
bilesenleri, kolon dolgu maddesi (durgun faz) ve tasiyici gaz (hareketli faz) ile

etkilesimlerine gore ayrilirlar (Seven, 2006).

1.3 Antioksidanlar

Antioksidanlar  serbest radikalleri ndtralize ederek  viicudun onlardan
etkilenmemesini veya kendini yenilemesini saglayan maddelerdir. Serbest
radikallerin seksen farkli hastalifa neden olabilecegi soylenmekte, enfeksiyon dist
olan bu hastaliklarin basinda kalp ve beyin damarlarinin tikanmasma bagh

hastaliklar, kanserler ve artirit gelmektedir.

Antioksidanlar hepimizin bildigi vitamin C, vitamin E ve A vitamininin 6ncii
maddesi olan betakaroten, bitki ve sebzelerin genelde renkli maddelerini olusturan
flavonoidler ve bunlardan elektron alan selenyum, ¢inko gibi maddelerdir. Serbest
radikaller, en dis yoriingede bir elektron kaybetmis ve dolayisiyla bu elektron agigini
kapatabilmek i¢in baska atomlarin elektronlarini paylasmaya c¢alisan atomlardir.
Serbest radikal yaratan kaynaklar radyasyon, viriisler, giines 1sinlarinin bir kismi olan
ultraviyole 1sinlari, hava kirliligi yaratan fosil kokenli yakitlarin yanma sonundaki
iriinleri, sigara dumani, enfeksiyon, stres, yag metabolizmasi sonunda ¢ikan {riinler
gibi hiicre metabolizmasinin toksik {riinleri, baz1 tahrip edici kimyasallar, hasere

kontrol ilaglar1 ve birgok baska etkenlerdir.

Genelde oksijen, hidrojen ve hidroksi tipinde olan bu serbest radikaller elektron
aciklarini elektron verme 6zelligi yiiksek olan antioksidanlardan saglarlarsa bir bagka
biyomolekiilii indirgememis olurlar ya da serbest radikaller tarafindan etkilenmis

biyomolekiiller, antioksidanlardan elektron alarak yenilenebilir.

Teorik olarak miimkiin goriinse de antioksidanlarin viicudun tiim bdliimlerine mesela
beyin, omurilik sivisina, kemik iligi veya bazi dokulara, kanda bulundugu
konsantrasyonda girmesi miimkiin degildir. Bunun yani sira, antioksidanlar elektron
aldiklarinda bu elektronlar1 verebilecekleri baska akseptorlerinde yanlarinda
bulunmasi gerekir. Belki bu nedenle dogal olarak alinan birbirine benzer ve bir arada

bulunan antioksidanlar ilag gibi alinan saf ve bir tip antioksidanlardan daha



degerlidir. Antioksidanlar agisindan zengin olan beslenme aligkanliklarinda bazi
hastaliklarin az goriinmesi s6z konusudur. Fransizlarda kalp hastaliginin, Giineydogu

Asya’da yasayanlarda meme kanserinin az bulunmasi gibi.

1.3.1 Serbest radikaller

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektrona sahip olan atom ya da
molekiillerdir. Bu tiir atom ya da molekiil, ortaklanmamis elektronlarindan dolayi
oldukea reaktif olup, genel olarak (Re) simgesi ile gosterilir. Serbest radikaller; canli
organizmada ¢esitli (anabolik ve katabolik) reaksiyonlar sonucunda meydana
gelebilirler ve devamli olarak endojen antioksidanlarla etkisizlestirilmeye ¢alisilirlar.
Boylece, saglikli bir organizmada daima bir denge olusur. Ancak, serbest radikalin
olusum hiz1 savunma mekanizmasini asarsa, yani biyolojik sistemlerdeki oksidatif
denge bozulursa, ¢cok sayida Oliimciil hastalifin (astim, damar tikanikligi, kronik
akciger, seker, beyin damar hasari, kalp, hipertansiyon, grip, miyokardial enfraktiisii,
zatlire, vb. hastalik) olusumunu tetikleyen ve oksidatif stres olarak adlandirilan

durum ortaya ¢ikar (Scheibmeir ve ark., 2005; Unlii, 2001).

Yasayan organizmalardaki onemli serbest radikaller: hidroksil (OH’), siiperoksit
(077), azot oksit (NO') ve peroksil (ROy)’dir. Peroksinitrit (ONOQO"), hipoklorik asit
(HOCL), hidrojen peroksit (H205), singlet oksijen *Ag (genelde *O, olarak yazilir) ve
ozon (O3) gibi maddeler serbest radikal degildir. Ancak bu maddeler canli
organizmalarda kolaylikla serbest radikal reaksiyonlarin olusumuna neden olabilirler.
Reaktif oksijen tiirleri (ROS) terimi; sadece 0,7, NO ROy ve OH' radikalleri i¢in
degil ayn1 zamanda ONOO’, HOCI, H,0,, lAg ya da 10, ve 05 gibi radikal olmayan
tiirleri de kapsayacak bicimde kullanilir (Aruoma, 1998; Fang ve ark., 2002).

Stiper oksit anyon radikali (O,7) ve hidroksil (OH) radikali, genellikle bir canli
organizmada en fazla olusan reaktif oksijen tiirleridir (Wilson ve ark., 2001).
Hidroksil (OH") radikali, serbest radikaller arasinda en reaktif olanidir. Bu radikal
lipit peroksidasyonu olarak adlandirilan siirecle, hiicre membranlarina ve

lipoproteinlere zarar verir (Droge, 2002).

Stiper oksit iyon radikali; polipeptitler, sekerler ya da niikleik asitlerle dogrudan
tepkimeye girmez ve onun lipitleri peroksitleme yetenegi tartismalidir. Ortamdaki

peroksit radikali denklemde verilen dismutasyon reaksiyonu ile azalir.



20, +2H" =290, 1.0,+0,

Stiper oksit dismutaz (SOD) enzimleri, biyolojik sistemlerde diger hidrojen peroksit
uzaklastirma enzimleri (glutatyon peroksidazlar ve katalazlar) ile birlikte calisarak,
stiperoksitin bir elektronunu uzaklagtirarak hidrojen peroksit ve oksijen olusumunu
hizlandirmak i¢in bu reaksiyonu katalizlerler. Biitiin bu enzimler i¢in doniistiirme
hiz1 en yiiksek olan enzim katalaz enzimidir. Katalazin bir molekiilii ile bir dakika
icinde yakalsik olarak alti milyon hidrojen peroksit molekiiliin; asagida denklemde

gosterilen reaksiyonla suya ve oksijene doniistiirebilir (Valko ve ark., 2006).

Katalaz
2H,0, ——— 2H,0, + O

Reaktif oksijen tiirlerine en hassas molekiiliin, hiicre membraninin ana bileseni olan
lipitler oldugu diisiiniilmektedir. Canli organizmada yeterli miktarda bulunan reaktif
bir ajan, lipit peroksidasyonunu baglatabilir. Reaktif ajan yag asidinin
hidrojenlerinden birini kopararak radikal olusumuna ve olusan bu radikalde komsu
yag asitlerinden birinin protonunun koparir ve yeni bir radikalin olusumuna sebep
olur. Bu sekilde devam eden reaksiyonlar sonucunda ortamdaki radikal
konsantrasyonu artar ve sonu¢ olarak da lipit peroksidasyonu meydana gelir.
Oksidasyon mekanizmasi: (1) Baslangic basamagi (lipit serbest radikal olusumu), (2)
Yayilma (peroksil radikali ve yeni lipit radikal olusumu) basamagi ve (3) Sonlanma

(radikal olmayan tiirlerin olusumu) basamag tepkimelerinden olugmaktadir

(Ibadova, 2006).
1) Baslangic basamag: reaksiyonlar;
RH —/ R+H

2) Yayilma basamagi reaksiyonlari;
R +0° — ROO
ROO + RH — R + ROOH



3) Sonlanma basamag reaksiyonlari;

R. +R.
R. + ROO. Radikal olmayan iiriinler
ROO. + ROO.

Yas ilerledik¢e insanlarin savunma mekanizmalar zayifladigindan, viicudun serbest
radikal dengesi bozulmaktadir. Ciinkii viicudun dogal antioksidanlar1 olan endogenaz
enzimlerin iiretim miktar1 azalmaktadir. Bu ylizden dengenin yeniden saglanmasi
icin antioksidan icerikli dogal besinlerin alinmasi 6nem kazanmaktadir. Dogal
yollardan aldigimiz besinlerde bulunan ve antioksidan 6zellige sahip olan maddeler
(dogal antioksidanlar), serbest radikallerin etkilerini nétralize ederek, kanser ve kalp
hastaliklar1 gibi toplumda erken Sliimlerin baglica nedenleri olan hastaliklar1 ve erken

yaglanmaya neden olan zincir reaksiyonlarinin olusumunu Onlemekte veya

geciktirmektedir (Floyd, 1990).

Son yillarda sentetik antioksidanlarin (BHA, BHT, PG, TBHQ, NDGA, vb.)
kendilerinin ya da bulunduklar1 ortamda olusturduklari yan iirlinlerinin kanserojen
oldugu veya negatif saglik etkilerine neden oldugu pek cok arastirmaci tarafindan
rapor edilmistir (Namiki, 1990; Pokorny, 1991). Bunun dogal sonucu olarak da dogal

kaynakli antioksidanlara olan egilim gittik¢e artmaktadir.

Baharatlar asirlardan beri insanoglunun ilgisini ¢ekmis olup, birgok hastaligin
tedavisinde, dini torenlerde, tat ve koku maddeleri iiretiminde kullanilmistir.
Giinlimiizde, baharatlardan ya da bunlardan izole edilen antioksidan etkili
maddelerden; gida endiistrisi (gidalara tat, lezzet ve renk vermek, raf Omriinii
uzatmak), eczacilik (tentiir, surup), parfimeri ve kozmetik sanayi vb. gibi bir¢ok

endiistri alaninda genis bir sekilde faydalanilmaktadir (Tiirker ve Bayrak, 1997).

1.3.2 Antioksidan etki tipleri
Antioksidan ajanlar oksidan molekiillere kars1 etkilerini asagidaki yollarla

gosterirler:

I. Scavenging (siipiiriicii/temizleyici) etki gosterenler: Yani radikal

olusumunu engellerler ve olusmus olan radikalleri daha az zararli hale
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getirirler. Ornek olarak, siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz

(GP) gibi enzimleri ve metal baglayici bazi proteinleri verebiliriz.

Ii. Quencher (giderici) etki gosterenler: Oksidanlarla etkilesip, onlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini sondiiren ve inaktif hale getiren bilesiklerdir.
Ornek olarak, vitaminler (A, C ve E vitaminleri), flavonoidler, mannitol ve

antosiyuanidinler verilebilir.

iii. Chain breaking (zincir kirici) etki gosterenler: Zincirleme olarak devam
eden tepkimeleri belli yerlerinden kirarak, oksidan etkiyi durdururlar. Ornek

olarak bazi vitaminler, {irik asit, bilirubin ve albiimin gosterilebilir.

iv. Repair (tamir edici) etki gosterenler: Bu gurupta DNA tamir enzimleri,

metionin siilfoksit rediiktaz sayilabilir.

Canlilar da mekanizmalar sonucu olusan serbest radikaller, ¢cogu zaman lipid
oksidasyonuna ve buna bagli olarak da hiicre oOliimlerine neden olmaktadir.
Antioksidan bir madde bu oksidasyonun cesitli asamalarinda yukarida 6zetlenen
mekanizmalar yoluyla koruyucu ozellige sahip maddelerdir. Sentetik olarak
uretilebildigi gibi dogal kaynaklardan da elde edilebilir. Bu tiir maddeler, olusan
serbest radikalleri ya dogrudan temizleyerek ya da bu tiirlere elektron veya hidrojen
aktarimi yaparak etkisiz hale getirir. Genel anlamda iki tiir antioksidant madde
tanimlanir. Birincil antioksidant maddeler, zincir kirma tepkimeleri olusturan veya
serbest radikal temizleyen tiirlerdir. Ikincil antioksidant maddeler veya koruyucu
antioksidan maddeler ise, metallerin aktivasyonunu azaltict lipit hidroperoksitlerin
istenmeyen ucgucu tiirlere parcalanmasini engelleyen, tekli oksijen yakalayan yada
birincil  antioksidantlarin  yeniden iiretimini  saglayan tiirlerdir.  Ayrica

mekanizmalardaki bu ¢esitlilik pek cok maddenin arastirilmasina olanak saglamistir.

Gidalardaki bitkisel ve hayvansal yaglarin oksidatif yikimi, sekonder potansiyel
toksik bilesiklerin olusumuyla besin kalitesini ve giivenilirligini diisiirerek tat ve
koku bozunumundan sorumludur. Antioksidantlarin ilavesi besinlerin lezzetini,
rengini korumak ve vitaminlerin yikimimi engellemek igin gereklidir. Gidalarin
korunumunda kullanilan ¢ogu yaygin sentetik antioksidantlar biitillenmis hidroksi
anisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), propil gallat (PG) ve ter-biitil
hidrokinon (TBHQ)’dur. Gidalarda antioksidant olarak tokoferoller de kullanilir.
Raporlarin BHT ve BHA nin toksik oldugunu goéstermesi ve tiiketicinin gida katki
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maddelerinin giivenilirligi hakkinda bilin¢liliginin artmasi nedeniyle; diisiik etkisi,
yiiksek maliyeti olmasina ragmen tokoferol gibi alternatif, dogal ve giivenilir daha
fazla gida antioksidantlarimin  tanimlanmasi  gerekmistir  (Sherwin, 1990;

Wanasundara ve Shahidi, 1998).

1.3.3 Antioksidan savunma sistemleri
Reaktif oksijen veya nitrojen tiirlerini olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasar1 Onlemek i¢in viicutta bircok savunma mekanizmalari gelismistir. Bunlar

‘antioksidanlar’ olarak bilinirler.

Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve reaktif oksijen

tirlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler.

Antioksidanlar hem sivi hem de membran kisimlarinda bulunabilirler. Antioksidan
savunma sistemleri endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak iizere iki

guruba ayrilabilir (Konukoglu, 2000).

1.3.3.1 Endojen (dogal) antioksidanlar
1- Enzimler

a) Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi
b) Stiperoksid dismutaz
c) Katalaz
d) Glutatyon-S-transferaz
e) Hidroperoksidaz
2-Enzim olmayanlar
a) Lipid fazda bulunanlar
- E vitamini (a-tokoferol)
- B-karoten
b) Siv1 fazda (Hiicre sitozoliinde veya kan plazmasinda) bulunanlar.
-C vitamini (Askorbik asit)
-A vitamini (retinol)

-Melatonin
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-Urat

-Sistein

-Seruloplazmin
Enzimler

Bunlar siipiiriici etki gosterirler yeni radikal olusumunu engellerler ve olusmus
radikalleri daha az zararli hale getirirler. Bu enzimler siiperoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz, katalaz, mitokondrial sitokromoksidaz, glutatyon, S-transferaz ve
hidroperoksidaz (Konukoglu, 2000).

Siiperoksit dismutaz (SOD)

Bu enzim siiperoksit radikalini dismutasyona ugratarak detoksifiye eder.
Organizmada substrat olarak serbest radikal kullanan tek enzim SOD’dur. SOD’lar
asagidaki reaksiyonu katalizleyen metaloenzimlerin bir ailesidir (Konukoglu, 2000;

Allen, 1995).

20+ 2H + — H,02+ Oy

SOD’un Cu/Zn, Fe veya Mn igeren izoenzimleri vardir. Bu izoenzimler bitki
hiicrelerinin ¢esitli kompartimanlarinda bulunur. Biitiin bitkilerin kloroplastlarinda
Cu/Zn-SOD bulunurken Fe-SOD bazi tiirlerin kloroplastlarinda bulunur. Mn-SOD
izoenzimi fotoinhibitor sartlart altinda fotooksidasyondan koruma saglamada Cu/Zn-

SOD’dan daha az etkilidir (Konukoglu, 2000; Allen, 1995).
Katalaz

Katalaz enzimi neredeyse aerobik hiicrelerin peroksizomlarinda mevcut olup serbest
radikalleri olusturmaksizin hidrojen peroksidi molekiiler hidrojen ve suya
dontistiirerek hidrojen peroksidin zararli etkisinden hiicreyi korur. Yiiksek

konsantrasyonda olusan hidrojen peroksidin detoksifikasyonunu saglar.

2H, O,— 2H;, O + O, (Katalitik aktivite)
Peroksidaz aktivitesine sahip olmasina ek olarak bu enzim bir molekiil hidrojen
peroksidi elektron verici bir substrat olarak; digerini de oksijen veya elektron alicisi

olarak kullanabilir. Kan, kemik iligi, mukoz membran, karaciger ve bobrekte yiiksek

miktarda bulunmaktadir. Beynin katalaz aktivitesi olduk¢a diisliktiir. Katalaz
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hidrojen perokside kars1 rolatif olarak diisiik aktivite gosterir. Fizyolojik kosullarda
hidrojen peroksidin ortadan kaldirilmasindaki rolii 6nemli degildir. Diisiik hizlarda
hidrojen peroksidin olustugu durumlarda ya da yiiksek elektron alicis1 derisimlerin
de peroksidatif tepkime ile hidrojen peroksid olusum hizinin yiiksek oldugu
durumlarda katalitik tepkimeyle hidrojen peroksidi suya doniistiirerek ortamdan

uzaklagtirir (Chaudere ve Ferrari-Iliou, 1999).
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Diisiik konsantrasyonlarda olusan hidrojen peroksidin detoksifikasyonunu saglar.

GSH-Px bu reaksiyonu katalizler.

H,0, +2GSH — 2H,0 +GSSG

Katalaz ve GSH-Px siiperoksit radikali tarafindan inhibe edilirken, SOD hidrojen

peroksit tarafindan inhibe edilir (Chaudere ve Ferrari-Iliou, 1999).
E Vitamini (Tokoferol )

Tokoferol yapisinda olup farkli izomerleri vardir. a—Tokoferol, B-Tokoferol, 7-
Tokoferol, 6-Tokoferol genis dogal dagilimi ve en biiylik biyolojik aktiviteyi
gosterir. Antioksidan aktivitesi en biiyiik olan a-Tokoferoldiir. Yapisinda bulunan
fenolik hidroksil gruplu aromatik halka vitaminin kimyasal olarak aktif kismini
olusturur ve antioksidan ozelligi bu gruptan kaynaklanir. En yiliksek vitamin E
konsantrasyonu mitokondri ve mikrozomlar gibi membranca zengin hiicre
kisimlarinda bulunur. Cok giiclii bir antioksidan olan vitamin E hiicre membran
fosfolipitlerinde bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerini serbest radikal etkilerinden
koruyucu savunma elemanidir. Bir molekiil vitamin E 100 molekiil yag asidinin
peroksidasyonunu Onleyebilir. Vitamin E oksijenperoksit (O;), hidroksil radikali
(*HO), singlet oksijen (O,), lipid peroksil (LOO« ) radikallerini ve diger radikalleri
temizler. Lipid peroksidasyonunu inhibe eder. Lipid peroksil radikallerini yikarak
lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini sonlandirdigi i¢in zincir kirici antioksidan

olarak bilinir (Halliwell, 1995).

LOO « + a-Tokoferol-OH — LOOH + a-Tokoferol-O
(Tokoferoksi radikali)
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Olusan tokoferoksi radikali (a-tokoferol-O) stabildir ve kendi kendine
peroksidasyonu baslatmak i¢in yeterince reaktif degildir. Glukronik asitle

oksidasyona ugrayarak safra yolu ile atilir (Halliwell, 1995).

E vitamini bitkisel yaglarda, hayvan etlerinde, kuruyemiste, keten tohumunda
bulunur. Diyette yagda ¢6ziinmiis olarak bulunur. Yagin sindirimi sirasinda agiga

cikar ve pasif difiizyonla emilir (Halliwell, 1995).

Hayvanlarda yapilan deneylerde vitamin E kas distrofisi kendiliginden diisiik bazi
hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi anlasilmistir. Vitamin E eksikligi ayrica
hayvanlarda tiirden tiire degisik rahatsizliklar ortaya cikarmistir. Ornegin erkek
farelerde kisirlik, disi farelerde diisiik, civcivlerin damarlarinda yap1 bozuklugu gibi
sorunlar goriilebilir. Viicudun biitiin dokularinda bulunur. Vitamin E eksikligi, kas
yorgunlugu ve =zayifligi, vitamin E fazlaligi ise hipertansiyon ve bagirsak
kramplarina yol acar. E vitamini viicutta oksijenin en iyi sekilde kullanilmasina
yardim eder. Yaslanmaya kars1 etkilidir. Kalp rahatsizliklarina kars1 etkilidir, cildin
elastikiyetini korur.

C Vitamini (Askorbik Asit)

Kapali formiilii C¢HgOg olan bir ketolaktondur. Yapisi karbonhidratlardan heksozlara
benzer. Heksonoikasidin laktonudur. Hayvanlarin ¢ogu C vitamini sentezini kendisi
yapabilir fakat insanlar yapamazlar. C vitamini viicutta hidroksilasyon reaksiyonlari,
demir emilimi antioksidan olarak gorev alir. Kollojen sentezi igin gereklidir.
Kollojen glisin (%33), prolin (%10), hidroksiprolin (%10), hidroksilizin (%5)’den
olusur. C vitamini kollojen yapisinda yer alan hidroksiprolin sentezini saglayan
prolin  hidroksilazdaki demirin indirgenmesinde gorev alir. Hidroksilasyon
bozuklugunda; kikirdak, dentin, kemiklerdeki intrasekiler bag doku proteinlerinin
sentezi bozulur. C vitamini eksikliginde; kemik biiylimesi geriler, kan damarlar
kolay zedelenir, skorbit hastalig1 olusur, yaralar geg iyilesir, dis gelisimi bozulur, dis
eti kanamalar1 olur, kapiler damarlarin zedelenmesine bagli petesi ve ekimozlar
goriiliir. Cocuklarda C vitamini eksikligi sonucu Barlow hastalig:1 goriiliir, kurbaga
ayag1 pozisyonu goriiliir, dis etleri siser ve kanar. C vitamini hayvansal besinlerde
bulunmakla beraber en ¢ok yabani giil tohumu, limongiller, kus {iziimiinde bulunur.

Taze sebze ve meyvelerde, Ozellikle portakal greyfurt, turunggillerde, ¢ig lahana,

15



domates ve salgamda bulunur. Viicutta depolanmadigindan, her giin diizenli olarak

alinmasi gerekir (Halliwell, 1995).
A Vitamini (Retinol)

15 C’lu doymamis zincirli bir alkoldiir. Alkol oldugu i¢in genellikle ester olusturur,
yiiksek karbonlu yag asitleri ile esterlesmis durumdadir. Bunlar hava oksijeni,

sicaklik, 151k etkisi, katalizorler gibi fiziksel ve kimyasal etkenlere kars1 dayaniklidir

(Halliwell, 1995).

Bu vitaminin 6zellikle goz sagligi, cilt ve bagisiklik sistemi tizerinde 6nemli oldugu
bilinmektedir. Biiyiime doneminde ¢ok gerekli olan bu vitamin, hamilelik ve
emzirme donemleri i¢in de 6dnem tagimaktadir. Hiicrelerin yeniden yapilanmasinda

rol oynamaktadir (Halliwell, 1995).

Dogal A vitamini kaynaklari; siit iiriinleri, ciger, balik ve yumurtadir. Giinlik doz
olarak, kadinlar i¢in 600 mikrogram, erkekler igin 700 mikrogram olarak

belirlenmektedir. Bir porsiyon cigerde giinliik dozun sekiz kati bulunmaktadir

(Halliwell, 1995).
a—Karoten (Pro-vitamin A)

Oksitlenmeye kars1 etkili olan bu vitamin, viicudu degisik kanser c¢esitlerine karsi
korur. Ayrica viicut tarafindan A vitaminine doniistiiriilebilir. Bunun ger¢eklesmesi

icin viicudun lipit, E vitamini, ¢inko ve selenyuma ihtiyaci vardir.

Dogal beta karoten kaynaklari; yesil, turuncu ve kirmizi sebzeler ve meyvelerdir.

Bunlar arasinda havug, aci biber, kabak, ispanak, kayisi, kavun ilk siradadir

(Halliwell, 1995).
1.3.3.2 Eksojen antioksidanlar (ilaclar)
1-Ksantin oksidaz inhibitorleri
2-NADPH oksidaz inhibitorleri
3-Rekombinant siiperoksit dismutaz
4-Trolox-C (E vitamini analogu)
5-Endojen antioksidan aktiviteyi artiran maddeler

6-Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilart
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7-Demir redoks dongiisiiniin inhibitorleri
8-Notrofil adezyon inhibitorleri
9-Sitokinler

10-Barbitiiratlar

11-Demir selatorleri

1.4 Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri
Antioksidan kapasite tayin yontemleri, kullanilan kimyasal reaksiyon ag¢isindan temel
olarak iki sinifta toplanabilir:

a) Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayananlar (HAT)

b) Tek elektron transferi reaksiyonlarina dayananlar (ET)

HAT-esasli analiz yontemlerinin ¢ogunda yarigsmali reaksiyon kinetigi izlenir ve
kantitasyon kinetik egrilerden tiiretilir. HAT-esasli yontemler genellikle bir sentetik

serbest radikal olusturucu, bir oksitlenebilen prob ve bir antioksidandan olusur.

ET esasli yontemler reaksiyon sonunun indikatorii olarak bir oksidan (ayn1 zamanda
reaksiyonu takip etmek i¢in prob olarak kullanilir) ile redoks reaksiyonunu igerir.
HAT ve ET esasli yontemler bir 6rnegin koruyucu antioksidan kapasitesi yerine
radikal (veya oksidan) siipiiriicii kapasitesini Olgmeye doniiktiir. HAT analiz

yontemleri:
a) Indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu,
b) Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC),
c) Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP),
d) Crocin bleaching deneyleri olarak siralanabilir.

ET esash analiz yontemleri, antioksidan maddenin indirgendiginde renk degistiren
bir oksidan maddeyi indirgeme kapasitesinin Ol¢iimiine dayanir. Renk degisiminin

derecesi 0rnekteki antioksidan derigimi ile baglantilidir. ET esash analiz yontemleri:
a) Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi,

b) Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) 6l¢limii,
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¢) Ferrik iyonu indirgeme antioksidan giicii (FRAP) 6l¢limii,

d) Cu (II) kompleksini oksidan olarak kullanilan “toplam antioksidan
potansiyel” dl¢lim yontemi,

e) DPPH kullanarak “toplam antioksidan potansiyel” dl¢iim yontemi,

f) CUPRAC (Bakir(Il) Indirgeyici Antioksidan Kapasite) ydntemi olarak

siralanabilir.
Calismalarda en fazla kullanilan yontemler ise:
* Ransimat yontemi ile lipit peroksidasyon etki tayini
* DPPH ile serbest radikal siipiiriicii etki tayini
* Demir-tiyosiyonat metodu
» Tiyobarbitiirik asit metodu (TBA)

* B-Karoten-Linoleik Asit Yontemi (total antioksidan aktivite) (Tunalier ve
ark., 2004).

1.4.1 Ransimat yontemi ile lipit peroksidasyon etki tayini

BHT ve calismada elde edilen ekstrelerin lipit peroksidasyonuna karsi etkileri,
yaglarda bulunan doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan bozunma
tirtinlerinin su igine absorbe edilerek suyun iletkenliginin degismesi prensibine gore

calisan Ransimat cihazi ile test edilmesidir (Tunalier ve ark., 2004).
1.4.2 DPPH siipiiriicii antioksidan aktivite tayin yontemi

Bu yontem ilk kez Blois (1958) tarafindan 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH)
radikallerinin (Sekil 1.3) antioksidan molekiillerin tayininde kullanilabileceginin
Onerilmesi ile ortaya ¢ikmustir. Antioksidan aktivite Olc¢limlerinin yogunlastigi
yillarda Brand-Williams ve arkadaslari (Brand-Williams ve ark., 1995) yontemi
gelistirmis ve bu yontem pek cok arastirici tarafindan referans olarak kullanilmastir.
Yontemin esasi; antioksidanlarin kararli bir organik azot radikali olan DPPH (1,1-
difenil-2- pikrilhidrazil) radikalini siipiiriicii etkilerini dlgmeye dayali bir yontemdir.
Bu radikal hidrojen dondrlerle etkilestiginde hidrazine indirgenir. Kirmizi renkli
DPPH radikali 515 nm’de maksimum absorbsiyon verir. DPPH ¢ozeltisine

antioksidanin ilave edilmesiyle absorbansta diisiis meydana gelir ve antioksidanlarin
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varhigiyla radikalin rengi kirmizidan sariya doner. Bu yontem antioksidanlarin
radikal siiplirme kabiliyetlerini degerlendiren kolay ve gegerli bir yontem olarak
bilinmektedir. Antioksidan etkinligi arastirilmak istenen bitkisel ekstrelerin DPPH
radikalini temizleyici etkisi ve bu ekstrelerin DPPH ile olusturduklari rengin 517
nm’de Ol¢iimiine ve standart madde ile karsilastirllmasina dayanmaktadir (Blois,

1958).

N—RX \ /) N + Am /’.\' \ )
C ) et
\ /} O;N \ // O,N

Sekil 1.3 : DPPH antioksidan madde ile reaksiyonu
1.4.3 Tiyobarbitiirik asit metodu (TBA)

Hazirlanan 6rnek ekstresine trikloroasetik asit (TCA) ve tiyobarbitiirik asit (TBA)
cozeltileri ilave edilerek karistirilip, 532 nm’de spektrofotometrede absorbansi

okunma esasina dayanmaktadir.

1.4.4 Demir-tiyosiyonat metodu

Uygun ¢o6ziicii icerisinde hazirlanan ornek c¢ozelti lizerine amonyum tiyosiyanat
cozeltisi ilave edilmistir. Bu karigim iizerine (0.1 ml %3.5’lik) hidroklorik asit
¢ozeltisi igerisinde hazirlanmig (2)(10'2 M) demir iki kloriir ¢ozeltisi konulup bir siire

sonunda 500 nm’de spektrofotometrede absorbansi okunmustur.

1.4.5 B-Karoten-linoleik asit yontemi (total antioksidan aktivite)

B-Karoten renk agilim yontemi iki sekilde uygulanabilir: Agar diflizyon ve
spektroskopik yontem. Her iki yontem de linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen
konjuge dien hidroperoksitlerin inhibisyonunun 6l¢iilmesine dayanmaktadir.
Reaksiyon sonunda c¢ozeltide B-karotenin kaybolan karakteristik sar1 renginin
absorbans1 470 nm’de UV—spektrofotometrede kaydedilerek sonuglar standart olarak
kullanilan sentetik antioksidanlar ile karsilastirilarak verilmektedir (Wettasinghe ve
Shaididi, 1999).
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Linoleik asit + (O,-H,0) —— Konjuge dienler ve diger bozunma tiriinleri

'

B-Karoten — Renk ac¢ilim

1.5 Toplam Fenol Miktar Tayini (Folin-ciocalteu yontemi)

Bu yontem 1999°da Singleton ve ark. tarafindan Onerilmis ve daha sonra farkli
uygulayicilar tarafindan gelistirilmistir. Folin-Ciocalteu reaktifi (Folin Fenol Reaktifi
veya Folin-Denis reaktifi) fosfomolibdat ve fosfotungstat karisimi bir reaktif olup
fenolik ve polifenolik antioksidanlarin kolorimetrik tayininde kullanilir. Yontem test
edilen materyalin reaktifin oksidasyonunu inhibe etmesi i¢in gerekli miktarini 6lger
(Vinson ve ark., 2005). Ancak bu reaktifin sadece total fenolik bilesik miktarini
6lcmedigi ve ornek icinde mevcut tim indirgen maddelerle de reaksiyon verecegi
bilinmektedir. Bu nedenle reaktifin sadece 6rnekteki fenolik bilesik diizeyini degil
ornegin total indirgeme kapasitesini de 0l¢tligli konusunda tartisma vardir (Ikawa ve
ark., 2003). Buna ragmen Folin-Ciocalteu reaktifi ile total fenolik bilesik miktar
tayini hemen hemen tiim antioksidan ¢alismalarinda Ornekteki fenolik igeriginin
tayininde kullanilan standart bir yontemdir. Ayrica bu reaktifin ila¢ analizinde (Rao
ve ark., 1978), idrar gibi biyolojik drneklerde (Roura ve ark., 2006), gida iiriinlerinde
(Mogalhaes ve ark., 2006) fenolik bilesik diizeyi veya indirgeme kapasitesi dl¢iimleri

i¢in genisletilmis veya modifiye edilmis uygulamalar1 vardir.

1.6 Cyclamen graecum Link Tiiriiniin Fitokimyasal Yapisinda Bulunan Bazi
Organik Maddeler

1.6.1 Alkaloidler

Alkaloidler, insan ve hayvan organizmasinda karakteristik fizyolojik etkilere sahip
ve genellikle bitkilerde bulunan N igeren kompleks yapida bazlardir. Bilinen alkaloid
sayist 3000’den fazladir. Bitkilerde alkaloid orani %0.01-%10.00 arasinda degisir
(Kog, 2002).

[k bulunan alkaloid 1803 yilinda kesfedilen morfindir. Bu kesiften sonra alkaloid
tirevi maddelere ilgi artmig ve birgok yeni alkaloid izole edilmis ve tedavide

kullanilmaya baglanmistir. Alkaloidlerin tam bir tanimimi yapmak gerekirse;
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bitkilerden elde edilen az miktarda bile ¢ok yiiksek fizyolojik ve farmakodinamik
aktivite gosteren halka i¢inde bir veya daha fazla N atomu tasiyan az veya ¢ok bazik

reaksiyon gosteren maddelerdir (Tanker ve Tanker, 1998).

En fazla alkaloid dikotillerde bulunmaktadir. Sicak bolge bitkileri alkaloid
bakimindan zengindirler. Alkaloidler bitkinin her organinda bulunabilmektedir.
Ancak her bitkide bulundugu yer farkhidir. Bitkide nadiren bir alkaloid bulunur.
Genel olarak bitkide birbirine benzeyen alkaloidler birlikte bulunmasia karsilik

nadiren bir alkoloid tasiyan bitkilerde bulunmaktadir (Tanker ve Tanker, 1998).
1.6.1.1 Kimyasal yap1

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. Genel olarak aci bir tatlar

vardir (Cordell, 2000).

Alkaloidler ¢ok ¢esitlidir. Kimyasal yapilarina gore Pseudo Alkaloid (heterosiklik
azot halkasi igerenler ancak azot kaynagi aminoasit degildir), Proto Alkaloid (azot
halka icinde degil, yan zincirlerde bulunur) ve Gergek Alkaloidler (heterosiklik azot
halkas1 igerenler ancak azot kaynagi aminoasittir) Alkaloidleri; Kinolein ve
izokinolein alkaloidleri (kinin, eroin, morfinnaskopin, kodein vs.), pirolidin
alkaloidleri, piperidin ve piridin alkaloidleri (nikotin vs.), tropan alkaloidleri (atropin,
kokain vs.), pirolizin ve kinolizin alkaloidleri, indol alkaloidleri (Vincristin,
vinblastin, striknin vs.), imidazol alkaloidleri, purin alkaloidleri (kafein vs.) ve

steroidal alkaloidleri kimyasal olarak siniflandirabiliriz (Tanker ve Tanker, 1998).

N AN
N~ N
Kinolein Izokinolein

Sekil 1.4 : Kinolein ve izokinolein alkaloidleri
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Sekil 1.5 : Piridin ve piperidin halka sistemi
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Sekil 1.6 : Tropan ve nortropan halka sistemi
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Sekil 1.7 : Indol ve izoindol halka sistemi
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Sekil 1.8 : Piirin halka sistemi ve kafein alkaloidi
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1.6.1.2 Kullanim alanlan

Alkaloidlerin kullanim alanlar1 ¢ok genistir. Cok Oncelerden beri tedavide
kullanilmaktadir. Cilinkii ¢ok az miktarlarda bile ¢ok yiiksek fizyolojik aktiviteye
sahiptir. Degisik alkaloid gruplari antienflamatuar, antispazmodik, antibakteriyal,
gbz tedavisinde, kusturucu, hipnotik olarak, analjezik, kanser tedavisinde,
afrodizyak, yiliksek tansiyonun Onlenmesinde, fare zehiri, haliisinojenik,

psikoregiilatif ve insektisid olarak kullanilmaktadir (Tanker ve Tanker, 2003).

1.6.2 Saponozitler

Bitkilerde bulunan bazi heterozitlerin sudaki ¢ozeltileri ¢alkalaninca kalici kopiik
meydana getirir. Bu tip heterozitlere saponozit adi verilmektedir. Saponozitler
bitkiler aleminde ¢ok yaygin maddelerdir. Scrophulariaceae, Liliaceae,
Dioscoreaceae, Caryophyllaceae, Leguminosae gibi familyalar, etken maddesi

saponozit olan droglar1 ihtiva eder (Tanker ve Tanker, 2003).

Saponozitler, amorf, kokusuz, renksiz, tahris edici lezzette maddelerdir. Genellikle
kaynar metanol ve etanolde ¢6ziiniir, sogutulunca ¢oker. Kan zehiri olduklarindan

hemoliz 6zelligine sahiptir (Tanker ve Tanker, 2003).
1.6.2.1 Kimyasal yap1

Bu heterozitlerin yapisinda oz olarak genellikle glukoz, bazen galaktoz, arabinoz,
ksiloz, ramnoz ve hatta bazen de bir uronik asit olan glukoronik asit bulunur (Tanker
ve Tanker, 2003).

Saponozitlerin aglikonuna sapogenol denir. Sapogenoller polisiklik maddelerdir.

Icerdikleri sapogenollerin yapisina gére saponozitler ikiye ayrilirlar:
1. Steroidal Saponozitler (C27)
2. Triterpenik Saponozitler (C30)

Dogada bulunan saponozitlerin biiylik bir kismu triterpenik saponozitler grubuna
dahildir. Bugiin 120’den fazla triterpen bilinmektedir. Aglikon 30 karbonludur ve
pentasiklik yapidadir. Nadiren de tetrasiklik yapr gozlenir. Asidik yapidaki
saponozitlerin hepsi bu gruba dahildir. 360 °C’de dehidrojenasyonla pentasiklik bir
hidrokarbiir verirler. Bu sapogenoller pek ¢ok bitkide bulunan f—amirenol (Sekil 1.9)
ile ayn1 iskeleti tagir (Tanker ve Tanker, 2003).
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Sekil 1.9 : Triterpenik Saponozitler (f — amirenol iskeleti)

Steroidal saponozitler ise 360 °C’de selenyum muamelesi sonucu bir metil
siklopentanofenantren halkasi verir. Bu saponozitler iki tipte bulunur; spirostanol ve
furostanoldur. Furostanol heterozitleri daha ¢ok bitkinin asimilasyon organlarinda
bulunurken, spirostanol heterozitleri ise daha ¢ok kdk, yumru ve tohumlarda bulunur

(Sakar ve Tanker, 1991).

HO b

Spirostanol

Sekil 1.10 : Spirostanol
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1.6.2.2 Kullanim alanlar1

Saponozitler yiizey gerilimini azaltir ve dahilen refleks yolu ile brons salgisini
cogaltir. Teknik alanda ise temizleyici ve emiilsiyon yapici olarak kullanilir (Tanker

ve Tanker, 2003).

Bazi saponozitler damar permeabilitesini ve Kkapiller frajilitesini azltir. Odem
Onleyici ve 6dem bosaltic1 etkileri vardir. Bazilar1 ise spazmolitik, diiiretik ve

ekspektoran olarak kullanilir (Tanker ve Tanker, 2003).
1.7 Insan Trake’sinin Anatomi ve Histolojisi

Trake, larinks ile ara bronglar arasinda uzanan, fonksiyonel olarak ventilasyon igin
hava yolu saglayan, solunum sisteminin bir boliimiidiir. Krikoid kikirdagin alt
kenarindan baglar ve karinada sonlanir (Sekil 1.12). En istteki trakeal halkanin bir
kismu krikoid kikirdagin altma girmistir. Ust hava yolundaki tek dairesel kikirdak
krikoiddir. Servikal trake 6-7 cm, torasik trake 5-6 cm olmak tiizere eriskin trakesi
10-13 cm (ortalama 11 cm) uzunlugundadir. Normal trakenin ¢ap1 erkeklerde 13-25
mm, kadinlarda 10-21 mm arasinda degismektedir (Aboussouan ve ark., 1994).
Ortalama 4 mm yiikseklikte ve 2 mm kalinlikta olan 18-22 kikirdak halka vardir
(Grillo ve Mathisen, 1991). Trakeal halkalarin kikirdak pargasi arkadaki membrandz
kisimla birlikte ’C’” seklini olusturur. Arka membrandz duvar 6zefagusa gevsek bir

bag dokusu ile baghidir (Weber ve Grillo, 1992).

Trakenin arka duvarindaki (trake ve 6zefagusun ortak duvari) transvers yerlesimli

diiz kas, liimeni hafif¢e daraltabilir ve kikirdaklarin disa dogru esnemelerine bir
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dereceye kadar karsi koyabilir. Bu gerilimler ile intra- ve ekstraluminal basinglar
arasindaki denge, trakenin seklini ve liimen biiyiikliigiinii saglar. Inspirasyon
limende genislemeye yol agar, bu durum en fazla arka duvarda belirgindir.
Inspirasyonda liimen sirkiiler bir sekil alir, ekspirasyonda ise hilal seklindedir

(Arjmand ve Spector, 1996).

Geng erigkinlerde trake hareketlidir ve iist servikal ve mediastinal faysal kiliflar
icinde bulunur. Boynun hiperekstansiyonu sirasinda trakenin %50’sinden fazlasi
servikal bolgede yer alir. Fleksiyonda ise trake hemen hemen biitiiniiyle toraksa
yerlesebilir. Trake krikoid kikirdak seviyesinde subkiitandz yerlesimli iken, karina
diizeyinde prevertebral pozisyondadir. Yaslanma ile kikirdakta kalsifikasyon gelisir,
trakeal hareket kisitliligl, intratorasik yerlesimde artma ve trakeal duvarlarin

esnekliginde azalma ortaya ¢ikar (Arjmand ve Spector, 1996).
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Sekil 1.12 : Insan trakeasinin 6nden gériiniimii (a) ve horizontal kesiti (b)

Trakenin histolojik yapisinda mukoza, submukoza, muskularis ve adventisya yapilari
vardir. Mukozada yalanci ¢ok katl silyali silindirik epitel vardir. Bu epitelde
submukozal tubuloasiner bezler ve goblet hiicreleri dagilmistir. Silya, dakikada
1000'den fazla titresir ve mukus Ortiistinii dakikada 1-1.5cm hareket ettirir. Mukozal
onarimin hizi 24 saatte 1 milimetre kadardir ve subepitelyal marjinal hiicrelerin

tasinmasityla meydana gelir. Enfeksiyon, nekroz ve yabanci cisimler mukozal
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onarimi engellerler. Trakeal kikirdaklar zedelendiklerinde yenilenmezler, ancak

kalsifikasyon yada fibrozla iyilesirler (Arjmand ve Spector, 1996).
1.8 Sican Trake’sinin Anatomi ve Histolojisi

Sican trakesi 1. trakeal kikirdaktan trakeal bifurkasyona kadar uzanan 33 mm
uzunlugunda bir tiiptiir. "C" seklinde, 3 mm genisliginde ve 1.4-2 mm kalinligindaki
yaklasik 24 kikirdak halkadan olusur. Trakenin i¢ ylizeyini respiratuar epitel doser.
Mukoza icerisinde dagilmis gland ve lenf folikiilleri bulunur. Siliali epitele ek olarak
goblet hiicreleri ve mikrovillus tasiyan hiicreler de bulunur (Hebel ve Stromberg,
1976).

Insan trakesine olan benzerligi ve calisma kolaylig1 nedeniyle ¢alismamizda sicanlar

kullandik.

Solunum yolu mukusu fiziksel ve kimyasal Ozellikleri agisindan viskoz bir
soliisyondur ve farkli hiicreler tarafindan salgilanir (Samet ve Cheng, 1994). Bu is
icin Ozellesmis hiicreler goblet hiicreleridir ve bu hiicreler esas olarak trake de, az
sayida bronglardaki epitel hiicreleri arasinda yerlesim gosterirler (Wheater ve ark.,
1979). Klara hiicreleri kiigiik solunum yollarinda ¢ok yogun olarak bulunan hiicre
tipi olup, solunum yolu epitelinde goblet hiicrelerine farklilagsma yetenegi gosterirler
(Sleigh ve ark., 1988). Ayrica serdz hiicreler de salgilariyla mukus bilesimine katkida
bulunurlar (Forrest ve Lee, 1991). Salgilanan mukusun %95°i su, % 2’si musinler
(glikoproteinler), %1°1 salg1 ve serum proteinleri, % 1’1 lipidler ve % 1’1 organik
tuzlardan olusur (Boat ve Cheng, 1980; Tharnton, 1990). Solunum yollari
mukusunun fonksiyonlari; dis etkenlere karsi koruyucu tabaka olusturmak, solunum
yollarinda yenilenmeyi saglamak, vizkoelastikiyeti sayesinde inspire edilmis hava ile
akciger i¢ine alinmisg olan materyalin temizlenmesini saglamak ve tutularak
tasinmasinda “’biyolojik tasiyici kemer’’ gibi rol oynamaktir (Samet ve Cheng,
1994).

Musinler, protein bir omurgaya O-glikozid baglarmin yiizlerce oligosakkarid
zincirlerle baglanmasiyla olusan yiliksek molekiiler glikokonjugat kiimeleridir (Rose,
1992). Musinler, mukus ortiiniin heterojen molekiilleri olup, solunum sekresyonunun
esas Dbilesenleridir (Rose, 1992; Jones, 1977). Respiratorik kanal mukus
glikoproteinleri yiiksek karbohidrat icerige sahip molekiillerdir (Boat ve Cheng,
1980). Musinler, siilfat ya da siyalik asitler gibi asidik gruplarinin igerigine baglh
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olarak nétral ve asidik gruplar olarak siniflandirilir (Jones, 1977). Asidik musinler,
mukozal olarak bag dokusu ve epitelden koken alirlar. Bunlar giiclii siilfatl bag doku
musinleri, giicli stilfatli epitelyal musinler, zayif siilfatli epitelyal musinler
(sulfomusin), sialomusinler ve siilfatli sialomusinlerdir. Bagimsiz hekzos gruplari ile
iliskili ¢esitli hekzosaminleri i¢ceren notral musinler, asidik olmayan reaktif gruplar
bulundururlar. Bunlar epitelyaldir ve solunum kanali goblet hiicrelerinden
salgilanirlar (Bancroft ve ark., 1996).

Bu ¢alismada, C. graecum bitkisinin 0,1 gr/lt ile 0,3 gr/lt ekstraktlarinin, siganlarda
trake mukus maddesinin nétral sekerleri yogunlugu tizerine etkisinin histokimyasal

yontem ile arastirilmas1 amaglanmastir.

1.9 Cyclamen ile Yapilan Kimyasal Calismalar

Cyclamen tiirleri ile yapilan ¢alismalarda C. pseud-ibericum Hildebr.C.
neopolitanium Tenn. ve endemik bir tiir olan C. cilicicum Boiss. and Hildebr var.
intaminatum {izerinde yapilan ¢alismalarda bu bitkilerin yayilisi, morfolojik ve bazi
anatomik karakterleri incelenerek, saponozitleri izole edilmis ve hidroliz edilerek
sapogenolleri ile ozlar1 teshis edilmistir. Arastirmalar sonucunda saponozitlerin,
siklamiretin izomerlerinin, glukoz, arabinoz ve ksiloz ile olusturdugu heterozitler
oldugu tespit edilmistir. Bu caligmalarda ozlarin baglanma siralar1 da incelenmistir
(Tanker, 1965a, b; Tanker ve Tiirkdz, 1984). Yapilan baska bir ¢calismada Cyclamen
coum yumrularindan NMR triterpenoid saponin - coumoside A Cs~H9202v - 3/3-O-
{D-glucopyranosyl-( 1-6)-L-arabinopyranosyl-( 1-2)]-fi-D-glucopyranosyl-(1-4)-[D-
gluc-pyran-sy-(-2)]-c-L-arabin-pyran-sy-}-6c¢c-hydr-xy-3-28-Mact-ne-ean-2-ene)

izole edilmistir (Rosemary, 1999). Bu bilesenler bitkiye yiiksek antioksidan 6zellik
vermektedir (Yayl, 1998). Baska bir calismada ise Cyclamen persicum *Hve C-
NMR spektroskopi yontemleri ile yumru ve yaprak igerikleri Ogrenilerek
anthocyanin, peonidin 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1-2)-b-D-glucopyranosid flavon
bilesikleri izole edilmistir. Bu bilesenler aktif bilesenlerdir (Rosemary, 1999).
Siklamen yumru ve yapraklarmmin triterpen-glikozid bilesenleri igerdikleri
kanitlanmistir. Bu agidan ¢alismalarin  birisinde  Cyclamen repandum’un
yumrularinin metanollii ¢ozeltilerinde GC-MS yontemi ile triterpen-glikozidler
belirlenmis ve bu bilesenlerin insan THP-1 makrofajlar iizerinde etkili olduklar1

Ogrenilmistir (Dall’Acqua, 2010). Farkli kimyasallarin ve besi ortaminin etkisi ile
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C.  persicum’un embriyolojik siispansiyon kiiltiirii iizerinde uygulanabilecek
degisiklikleri yapilmis ve c¢alismalarda sakkaroz besi ortamindaki embriyonik
hiicrelerde 2-4 giin i¢inde hizli degisimin meydana geldigi bildirilmistir. Cyclamen
europaeum L. ‘nin terapétik ajan olarak siniizit tedavisinde mukus membran
tizerindeki etkileri ortaya konmustur. Ayrica, Cyclamen repandum S. et S.’in agr1 ve
enflamasyon tizerindeki etkileri arastirilmistir (Speroni ve ark., 2007). Son yillarda
yapilan bir ¢alismada 14 Cyclamen tiiriniin yumrularindan elde edilen saponinlerin
genelde cyclamin, deglukocyclamin 1, deglucocyclamin Il oldugu bildirilmis, C.
graecum bitkisinden ise yeni bir saponin olan isocyclamin izole edilmistir (Reznicek
ve ark., 1989). Cyclamen persicum, C. purpurascens’in gigeklerindeki ugucu
bilesikleri ve onlarm hibritleri gaz kromatografi yontemiyle aydimnlatilmistir (ishizaka
ve ark., 2002). C. mirabile ve C. coum’dan elde edilen saponin siganlara enjekte
edilerek uterus kontraktil aktivitesi tizerindeki etkisi arastirllmistir (Calis ve ark.,
1997). Cyclamen ekstrati nazal mukozada ozmotik etki gostererek musin salgisini

artirir, mukoza 6demi ve konjestiyonunu azaltir (Fabre, 2007).

Cyclamen igeriginde yer alan saponinler, nazal mukozada mukus ve noropeptit
salgilanmasini artirirlar. Bu yilizden bitki ekstrakti, rinosiniizit tedavisinde kullanilan

burun spreyleri igeriginde yer almaktadir (www.nasodren.com/publicmat).

1.10 Calismanin Amaci

Bu c¢alisgmada Primulaceae familyasinin Cyclamen L. cinsine ait olan Cyclamen
graecum Link. C. ekstraktlarinin aktif bilesenlerinin karakterizasyonuna, antioksidan
etkisine ve histolojik etkilerine bakilmistir. Antioksidant etki incelemesinde bitkinin
cesitli kimyasallarla (etanol, metanol, aseton ve benzen) cikarilan ekstraktlarinin
antioksidant etkileri hesaplanmistir. En son olarak ise Cyclamen graecum Link. C.

ekstraktlarinin ve etken maddelerin histolojik etkileri belirlenmesi amaglanmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Bitkisel materyal

Arazi ¢aligmalar1 kapsaminda projede yer alan tiirlerinin alternatif lokaliteleri ilgili
kaynaklar (Davis, 1984; Duman ve ark., 2002; Celik ve ark., 2004; Varol, 2006)
taranarak tespit edilmistir ve bu tiirlerin ¢igeklenme donemleri, yayilis gosterdikleri
lokaliteler, habitatlar1 ve yiikseklikleri dogrultusunda bir arazi c¢alismasi plani
hazirlanmistir. Bu arazi plan1 sayesinde tiirler dogru zaman ve lokalitelerden
toplanmustir. Arazi ¢aligmalar1 sirasinda farkli lokalitelerden toplamak suretiyle her
bitki tiirlinden yer alti ve yer lstii kisimlar birlikte olmakla 1.5-2 kg. yas kitle
toplanmigtir (Tablo 2.1). Bu islemler yapildigt zaman ekolojik dengenin

bozulmamasi ve endemik tiirlerin tahrip edilmemesi durumuna 6zen gosterilmistir.

Sekil 2.1 : C. graecum bitkisinin toplanmast
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Tablo 2.1 : Bitkinin toplandig1 lokaliteler

TUR ISTASYON

Cyclamen graecum Link. C3 Antalya: Kemer, Kemer 1. Girisi,

sag taraftaki Pinus Dbrutia orman
altlari; 30 m.

Cyclamen graecum Link. C3 Antalya: Kemer, Kemer -
Kumluca yolunun yaklasik 5. km’si,

sag taraftaki Pinus Dbrutia orman
altlari; 50 m.

Bitkiler araziden toplandiktan sonra (5-10 adet) morfolojik 6zelliklerini ¢ok fazla
kaybetmeden herbaryum kurallarina gore preslenmistir (Sekil 2.2). Bitkilerin toprak
listli ve toprak altt kisimlar1 golgede kurutulduktan sonra toprak iistii kisimlari
blender ile parcalanarak, yumrular kiiciik parcalara boliinerek analize hazir hale

getirilmistir.

Sekil 2.2 : C. graecum yumrusu

Toz halinde olan bitki 6rnekleri, su banyosu cihazi kullanilarak ( 55°C ) renk
acilincaya kadar (yaklasik 4—6 saat) cesitli ¢ozliciilerin (metanol, etanol, aseton ve
benzen) ekstraksiyonuna tabi tutulmustur (Sekil 2.3). Her bir 6rnek i¢in 800-1200 gr.
kuru bitki kalintist (yaprak ve yumru) ve 20 ml. ¢oziicii kullanilmistir (Feresin ve
ark., 2000).
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Sekil 2.3 : Ekstraktsiyon islemi

Elde edilen karisim filtre edilerek siiziilmiis ve ¢ozeltinin yapisindaki ¢oziicli madde
rotary evaporatorde 50 °C'de ugurulmustur (Sekil 2.4). Her bir ekstrenin yapisindaki
su Freeze Dryer makinesinde dondurularak cekilmistir. Ekstreler aktivite
(antioksidan ve histolojik calismalarda) tayini ¢alismalarinda kullanilmak {izere -

20°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 2.4 : Rotary evaporatorde ¢oziicii kisminin uzaklastirma islemi

2.2 Yontemler

2.2.1 icerik tammlama yéntemleri
2.2.1.1. Kat1 faz ekstraksiyonu

Antioksidan aktivite gosteren Cyclamen graecum Link etanol ekstraktinin
istenmeyen bilesenlerden ayirma (temizleme), yogunlastirma ve ileriki analiz

asamalar1 i¢in kat1 faz ekstraksiyon yontemi kullanildi.
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Ekstre az miktarda uygun ¢oziiciide kloroform: methanol: dsu (8:2:0.2) ¢oziilerek
adsorban ile karistirildi. Karisim oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruyan
karisim dibine az miktarda pamuk yerlestirilmig, ekstre miktarina uygun olarak
secilmis ve boyunun 2/3 oraninda silika jel ile doldurulmus kolonun {iist kismina
paketleme yontemiyle yerlestirildi. Eliisyona kloroform: methanol: dsu (8:2:0.2) ile

baslandi ve ekstre kolondan gegene kadar eliisyona devam edildi.
2.2.1.2 ince tabaka kromatografisi

Ince tabaka kromatografisinde (ITK), silika jel hazir plaklardan (20 x 20 cm)
yararlanildi. Maddeleri saflagtirmak icin preperatif ince tabaka kromatografisinden

yararlanildi.
2.2.1.3 Gaz kromatografisi-kiitle spektroskopisi sartlari

C.graecum’un etanol (CGE) ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin bilesenlerinin
belirlenmesi igin Mugla Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii GC, GC/MS
laboratuvarinda bulunan Varian 2100 GC/MS cihazi kullanildi. Bilesenler gaz
kromatografisi kolonunda ayrilip iyonlastirildiktan sonra her birinin tek tek kiitle
spektrumlar1 alindi. Bilesenlerin yapilarinin belirlenmesinde Nist 2005 kiitiiphane
verileri ve “Eight Peak Index of Mass Spectra’” adli spektroskopi atlaslar1 kullanildi.
Ayrica bilesenlerin alikonulma siireleri goz oniine alinarak ve kovats indeks degerleri

hesaplanarak yapilarin dogrulugu desteklendi.

» GC Calisma Sartlart
Kolon : DB-1 0.32 um (30 m x 0.25 mm ID)
Tas1yic1 gaz : He (15 psi)
Kolon basinct : 100 kPa
Toplam akis hizi : 71 ml/dk
Kolon akis hizi : 1.3 ml/dk
Sicakliklar

Enjeksiyon : 300°C
Enjeksiyon miktar1 : 0,5 pL

» MS Calisma Sartlart

Iyon kaynag sicaklig : 250°C
Elektron enerjisi : 70eV

Kiitle araligi : 10-600 m/e
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2.2.2 Antioksidan aktivite analiz yontemleri
2.2.2.1 Toplam antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Ekstraktlarin antioksidan aktivitesi f-karoten-linoleik asit sistemiyle belirlenmistir
(Miller, 1991). pB-karoten ¢ozeltisi, 2 mg p-karotenin 10 ml kloroformda
¢oziilmesiyle hazirlanmistir. Bu ¢6zeltinin 1 mililitresine, 40 mg linoleik asit ve 400
mg Tween 20 ilave edilmistir. Kloroform rotary evoparotérde buharlastirildiktan
sonra 100 ml destile su ile karigtirilmistir. Bu emiilsiyonunun 4.8 mililitresi 0.2 mg
ornek igeren 0.2 ml ekstrakt ¢ozeltileri bulunan test tiiplerine ilave edilmistir. Kontrol
icin test tlipline ekstrakt yerine 0.2 ml ¢6ziicli (metanol, etanol, aseton ve benzen)
konulmustur. Emiilsiyon test tiiplerine ilave edilir edilmez spektrofotometre
(Shimadzu UV-1601, Japon) kullanilarak baslangi¢ absorbanslari 470 nm'de
Olgiilmistiir.  Tipler 50°C'de inkiibasyona birakilarak, [-karotenin rengi
kayboluncaya kadar inkiibasyona devam edilmistir (120 dakika). Toplam antioksidan
aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

AA: [ 1- (Ag-At/ Ay - At°) x 100

Burada, AA antioksidan aktivite, Ao Ornegin ilk absorbansi, At kontrolun ilk
absorbansi, Age 6rnegin 120 dk sonraki absorbansi, At® kontrolun 120 dk sonraki

absorbansidir (Amin ve ark., 2006).
2.2.2.2 Serbest radikal giderim aktivitenin belirlenmesi

Ekstraktlarin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
serbest radikali kullamilarak belirlendi (Wu ve ark., 2006). DPPH'in %0.004 liik
(w/v) metanolik ¢ozeltisinin 4 ml'si, ekstraktlarin 1 ml (0.2-1.0 mg)'si ile karistirildi
ve 30 dakikalik karanlik ortam oda sicakliginda inkiibasyonu sonrasinda, dérneklerin
absorbanst 517 nm’de &lciilmiistiir. Oziitlerin absorbans degerleri kullanilarak %

inhibisyon degerleri asagida verildigi sekliyle hesaplanmistir:
Inhibisyon (%) = 100 - [(A1 /A) X 100 ]
Burada; Ap kontrolun absorbansi ve A; 6rnegin absorbansidir (Duh ve ark., 1997).

Elde edilen % inhibisyon degerleri, mg/ml olarak belirlenen 6ziit derisimlerine kars1
grafige gecirilmistir. Pozitif kontrol olarak BHT kullanilmistir. Tiim deneyler {i¢
tekrar halinde yapilmistir.
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2.2.3 Toplam fenolik bilesik miktarimmin belirlenmesi

Ekstraktlar igerisindeki toplam fenol miktar1 Folin-Ciocaltacu yontemine (Tekeli,
2008) gore yapilmistir. Standart olarak kullanilan gallik asit ve calisilan biitiin
ornekler, %70’lik metanol i¢cinde 0.4 mg/ml olacak sekilde hazirlanmistir. 0.5 ml
ornek, 2.5 ml Folin Ciocaltaeu reaktifi (%10°luk, suda) ve 7.5 ml sodyum karbonat
cozeltisi (%20’lik, suda) deney tilipiinde karistirillarak 2 saat oda sicakliginda
karanlikta  bekletilmistir.  Siire  sonunda  c¢ozeltilerin  absorbanslart UV
Spektrofotometresi’nde 750 nm’de okunarak toplam fenol miktarlari; gallik asitle
cizilen kalibrasyon egrisinden, mg olarak gallik asite esdeger olacak sekilde

hesaplanmustir.

2.2.4 Histolojik yontemler

Bu calismada belirlenen tiirtin 0.1 gr/lt ve 0,3 gr/lt ekstraktlarinin trake mukus
maddesi nétral sekerleri yogunlugu iizerindeki olas1 etkileri histolojik yontemlerle,

151k mikroskobu diizeyinde hayvan modeli iizerinde arastirilmistir.

Bitkinin 6zellikle burun mukus salgis1 lizerindeki etkisi bilgisinden yola ¢ikilarak,
trake mukus salgisinin noétral seker yogunlugu iizerine olasi bir etkisinin olup
olmadigin1 arastirmak amaciyla, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel
Arastirma Biriminden temin edilen si¢anlarin trake dokular1 kullanilmistir. Deney

i¢cin 3 grup olusturulmustur.

Gruplar:
Grup 1. Kontrol grubu: Fizyolojik su verilmistir.
Grup 2. Deney grubu 1: 0.1 gr/It C. graecum bitkisinin ekstrakt1 verilmistir.
Grup 3. Deney grubu 2: 0.3 gr/It C. graecum bitkisinin ekstrakti verilmistir.

Bitkilerden elde edilen ekstraktlar, 10 hafta siiresince hayvanlara oral yolla
verilmigtir. 10 hafta sonunda (Bolkent ve ark., 2005) anestezi altinda servikal
dislokasyon yapilmis hayvanlardan alinan trakeye ait ornekler, Saint Marie tespit
solisyonu ile tespit edilmistir. Rutin doku takibi yapilarak (dehidratasyon,
seffaflastirma) parafin bloklar elde edilmis ve mikrotom cihazi1 (Leica RM 2145) ile
5 wluk kesitler alinmistir. Kesitlerin deparafinizasyonundan sonra boyama

islemlerine ge¢ilmistir. Caligmada, genel histolojik yapmin belirlenmesi igin
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Hematoksilen&Eozin (H&E); notral sekerlerin boyanmasi igin PAS-H (Periyodik

asit sift-hematoksilen) histokimyasal boyama yontemleri uygulanmistir.

PAS-H boyama: PAS boyasi bazal membran ve ¢esitli organlarin epitel

hiicrelerinden salgilanan glikojen ve mukoz maddenin gosterilmesi i¢in kullanilir
(Cinar ve ark., 1999; Zik ve Erdost, 2002; Cerri ve Sasso-Cerri, 2003; Kodavanti ve
ark., 2003). Kesitler, % 0.5 periyodik asitte 5 dakika bekletilip distile suda
yikanmustir. Sift ayracinda 15 dakika boyama yapilarak 10 dakika ¢esme suyu ile
yikanmistir. Hematoksilen ile 1 dakika zit boyama yapilip suda yikanmais, alkoller ve
ksilolden gegirilerek kapatma islemi uygulanmigtir. Sonugta, ¢ekirdekler mavi, PAS
(+) olan bolgeler kirmizi-pembe boyali olarak goriilmiistiir (Bancroft ve Cook, 1994;
http://www.hoslink.com/histo/6.htm). Hazirlanan tiim preparatlarin Olympus BX50

151k mikroskobunda incelenmelerinden sonra fotograflari alinmistir.
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3. BULGULAR

3.1 icerik Analiz Sonuclar:

C. graecum 'un etanol ekstraktlarinin GC, GC/MS analizleri yapildi. C. graecum’un
kromatograminda her bir bilesenin integrasyonu CLASS-GC10 gaz kromatografisi
bilgisayar programi ile yapildi ve her bir fraksiyonun kendi i¢inde yilizdeleri aym

programla hesaplandi.

Bilesenlerin yapilarinin belirlenmesinde Nist 2005 kiitiiphane verileri ve “Eight Peak
Index of Mass Spectra”, “Monoterpenes” ve “Idendification of Essential Oils bylon
Trap Mass Spectroscopy” adli spektroskopi atlaslar1 kullanildi. Ayrica bilesiklerin
alikonulma siireleri g6z Oniine alinarak ve kovatz indeks degerleri hesaplanarak yap1
tayini desteklendi. Buna ilave olarak aymi sartlarda standart maddeler kolonda

yiiriitiildii ve alikonulma zamanlari ile bilesikler karsilastirildi.

GC ve GC/MS analizi sonucunda C. graecum’a ait GC kromatogrami Sekil 3.1°de
verildi. C. graecum 'dan elde edilen bilesiklerin alikonma zamanlar1 (dakika) ve bagil
konsantrasyonlart (%) Tablo 3.1’de  verildi. Teshisi yapilirken kiitle
spektrumlarindan yararlanilan bilesiklerin kiitle spektrumlar1 alikonma zamanlarina
gore sirast ile Sekil 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10, 3.11, 3.12 ve

3.13’de verilmistir.
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Tablo 3.1 : C. graecum’un etanol ekstresinin kimyasal bilesimi

No Bilesigin Ad: Ahkom(r:jz:( )Zamam Konsag]/f);asyon
1 Etilen Glikol 13.42 0.73
2 Okzalik Asit 3.56 6.06
3 Aydinlatilamadi 6.21 1.33
4 Benzoik Asit 6.20 0.88
5 D- Riboz 8.02 1.09
6 5-Hidroksiindol Asetik Asit 19.50 29.42
7 5-Hidroksiindol Etanol 19.83 2.37
8 Sorbopiranoz 23.57 11.77
9 2- Keto-D-glukonik Asit 23.75 22.02
10 D-Fruktoz 23.93 15.81
11 Inositol 26.67 1.98
12 D-Altro-2-Heptuloz 28.14 2.32
13 Arasidik Asit 28.26 4.21
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Chromatogram Plot
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Sekil 3.2 : C. graecum’un etanol ekstresinin silil tiirevinin kromatogrami
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Sekil 3.3 : Etilen Glikol un kiitle spektrumu
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Sekil 3.4 : Okzalik Asit’in kiitle spektrumu
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Sekil 3.6 : D-Riboz’un kiitle spektrumu
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Sekil 3.7 : 5-Hidroksi Asetik Asit’in kiitle spektrumu
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Sekil 3.8 : 5-Hidroksi Etanol’un kiitle spektrumu
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Sekil 3.10 : 2-Keto-D-glukonik Asit’in kiitle spektrumu
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Sekil 3.11 : D-Fruktoz’un kiitle spektrumu
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Sekil 3.12 : Inositol’un kiitle spektrumu
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Sekil 3.13 : D-Altro-2-Heptuloz’un kiitle spektrumu
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3.2 Antioksidan Aktivite Sonuclari

3.2.1 Toplam antioksidan aktivite sonuclari

Cyclamen graecum bitkisinden dort farkli ¢oziicii ile (etanol, metanol, benzen,
aseton) hazirlanan ekstrelerin toplam antioksidan aktiviteleri B-karoten-linoleik asit
yontemi ile belirlenmistir (Tablo 3.2). Antioksidan aktivite karsilastirmalarinda

standart olarak BHT kullanilmustir.

Tablo 3.2 : Cyclamen graecum ekstraktlarinin B-karoten-linoleik asit sistemindeki
antioksidan aktiviteleri (%)

Bitki Ekstraktlar Toplam Antioksidan Aktivite (%)
C. graecum Tuber Etanol 76.6 + 5.05

C. graecum Yeriistii Etanol 80.2 £0.6

C. graecum Tuber Metanol 68.2+3.2

C. graecum Yeriistii Metanol 70.3 +1.09

C. graecum Tuber Benzen 55.7+9.5

C. graecum Yertistii Benzen 55.8 + 1.06

C. graecum Tuber Aseton 53.9+4.60

C. graecum Yertistii Aseton 499+35

[-karoten-linoleik asit yonteminde C. graecum tiiriiniin etanollii yeriistii ekstresinin
en ylksek antioksidan aktivite gosterdigi belirlenirken (% 80.2), en diisiik
antioksidan aktivite ise C. graecum tiiriiniin asetondaki yeriistli ekstraktinda oldugu
belirlenmistir (% 49.9).

Cyclamen graecum bitkilerinin sirasiyla etanol, metanol, aseton ve benzen
oOziitlerinin B-karoten-linoleik asit sistemiyle belirlenen 30, 60, 90, 120 dk absorbans
degerleri Sekil 3.14, 3.15’de verilmistir.
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Absorbans (A=470 nm)
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Sekil 3.15 : B-Karoten-Linoleik asit yonteminde C. graecum tuberlerinden hazirlanan

CT; C. graecum Tuber, CTE; C. graecum Tuber etanol, CTM; C. graecum Tuber
metanol, CTB; C. graecum Tuber benzen, CTA; C. graecum Tuber aseton, Kontrol

etanol, metanol, benzen, aseton ekstraktlarin absorbans grafigi.

E; etanol, Kontrol M; metanol, Kontrol B; benzen, Kontrol A; aseton.
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Sekil 3.16 : B-Karoten-Linoleik asit yonteminde C. graecum yertiistii kisimlarindan
hazirlanan etanol, metanol, benzen, aseton ekstraktlarin absorbans
grafigi.

CY; C. graecum Yeriistii, CYE; C. graecum Yertiistii etanol, CYM; C. graecum

Yeriistii metanol, CYB; C. graecum Yeriistii benzen, CYA; C. graecum Yeriistii
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aseton, Kontrol E; etanol, Kontrol M; metanol, Kontrol B; benzen, Kontrol A;

aseton.

Cyclamen graecum bitki tiirliniin sirasiyla metanol, etanol, aseton ve benzen ile
hazirlanan ekstraktlarinin B-karoten-linoleik asit sistemiyle belirlenen antioksidan

aktivite degerleri Sekil 3.16°da verilmistir.
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Sekil 3.17 : B-karoten-linoleik asit sistemiyle etanol, metanol, aseton ve benzen
ekstraktlarinin antioksidan aktivite degerleri (%).

CTE; C. graecum Tuber etanol, CTM; C. graecum Tuber metanol, CTB; C. graecum
Tuber benzen, CTA; C. graecum Tuber aseton, CYE; C. graecum Yeriistii etanol,
CYM; C. graecum Yeriistii metanol, CYB; C. graecum Yeriistii benzen, CYA; C.

graecum Yertuistii aseton.

3.2.2 Serbest radikal giderim aktivite sonugclari

Cuendet ve ark. (1997) kullandigi DPPH serbest radikal giderim aktivite belirleme
yontemi kullanilarak, Cyclamen graecum bitki tiiriiniin DPPH serbest radikal giderim
aktivite degerleri belirlenmistir (Tablo 3.3). Cyclamen graecum bitkisinin farkli
konsantrasyonlardaki DPPH serbest radikal giderim kapasiteleri Sekil 3. 17, 3. 18’de

verilmistir.
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Tablo 3.3 : DPPH Yontemi ile Ekstraktlarin Serbest Radikal Giderim Kapasiteleri

Bitki Ekstraktlar: DPPH (%)
0.2 mg/ml 0.4 mg/ml 0.6 mg/ml 0.8 mg/ml 1 mg/mi
C. graecum Tuber Etanol 78.4 +£2.56 80.06 +2.56 82.7+2.70 84.9 + 3.80 89.6 + 3.70
C. graecum Yeriistii Etanol 82.5+2.90 84.4 +1.95 87.1+0.90 93.2+1.73 97.3 +0.55
C. graecum Tuber Metanol 64.4 £1.42 65.1 £1.37 74.3 +£1.92 77.5+2.45 85.7+2.31
C. graecum Yertistlii Metanol 69.1 £3.26 71.2+1.85 77.1 +£3.80 80.8 +£4.15 90.1 +£3.81
C. graecum Tuber Benzen 59.3+2.41 61.5+2.85 65.06+2.19 73.5+1.09 79.03 £1.62
C. graecum Yertistli Benzen 64.5+1.96 71.2+1.03 73.6+1.42 742 +1.61 80.1 £3.81
C. graecum Tuber Aseton 68.5 + 1.47 69.1 £2.53 71.2 +£2.65 75.6 +£3.39 82.1+2.70
C. graecum Yertistli Aseton 55.2+£2.36 57.3+2.43 61.9=+1.61 65.6 £1.61 74.7+2.21
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Sekil 3.18 : DPPH yontemi ile C. graecum tuber ekstraktlarinin farkl
konsantrasyonlarda serbest radikal giderim kapasiteleri.

CTE; C. graecum Tuber etanol, CTM; C. graecum Tuber metanol, CTB; C. graecum
Tuber benzen, CTA,; C. graecum Tuber aseton
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Sekil 3.19 : DPPH yontemi ile C. graecum yeristii kisimlarindan ekstraktlarinin
farkli konsantrasyonlarda serbest radikal giderim kapasiteleri.

CYE; C. graecum Yeriistii etanol, CYM; C. graecum Yeriistii metanol, CYB; C.
graecum Yertistli benzen, CYA; C. graecum Yertistii aseton.
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3.3 Toplam Fenolik Madde Konsantrasyonu Sonuclari

Orneklerin toplam fenolik bilesik miktar1 degerleri gallik asit esdegeri olarak
hesaplandi. Bunun igin gallik asit derisimlerine karsi absorbanslar Olciilerek bir

standart ¢alisma grafigi olusturuldu (Sekil 3.19).
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Sekil 3. 20 : Gallik asit kalibrasyon egrisi
(y=0.099x + 0.097, R?=0.987)

Tiim toplam fenolik bilesik miktari tayinlerinde bu grafik kullanildi. Tiim ekstrelerin
Folin Ciocalteau yontemi kullanilarak elde edilen toplam fenolik bilesik miktar

degerleri Tablo 3.4’de gosterilmistir.

Tablo 3.4 : C. graecum tiirine ait etanol ve metanol ekstraktlarinin 765 nm’de
absorbanslar1 ve gallik aside esdeger konsantrasyonlari

Tiir Absorbans (765 nm) mg/ml GAE
C. graecum Tuber Etanol 0.312 2.1717
C. graecum Yeriistii Etanol 0.431 3.3737
C. graecum Yeriistii Metanol 0.350 2.5555
C. graecum Tuber Metanol 0.213 1.1717
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3.4 Histolojik Calisma Sonuclar:

3.4.1 H&E boyama bulgular

Sican trakesi, limene dogru kikirdak doku, bag doku ve iizerindeki epitel dokudan
olugmaktadir. Epitel tabakada goblet hiicreleri yer alir. Liimene bakan ylizde mukus
salgi bulunur. (Sekil 3.20).

Sekil 3.21 : Trakenin genel histolojisi (kontrol grubu). Kikirdak halka (KH), bag
doku (BD), goblet hiicresi (g), kan damart (d), mukus (ok), H&E,
x1000.

Deney gruplarinda (0,1 ve 0,3 g bitki ekstrakti uygulanan gruplar) genel histoloji de
kontrol ile farklilik gézlenememistir (Sekil 3.21).
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Sekil 3.21 : Deney gruplarinin (a: 0,1 gr/lt bitki ekstrakti uygulanan, b: 0,3 gr/It bitki
ekstrakti uygulanan) trake histolojisi. Kikirdak halka (KH), bag doku
(BD), goblet hiicresi (g), kan damar1 (d), sil (okbas1), mukus (ok), H&E,
x1000.



3.4.2 PAS-H boyama bulgular:

Sican trakesinde kikirdak halkanin matriksinde yer alan karbohidratlar, PAS-H
boyama ile yogun reaksiyon gdstermistir. Bu boyama ile kontrol grubunda ve deney
gruplarinda epitel hiicrelerinin yiizeylerinde yer yer PAS-pozitif mukus salgi
gozlenmistir. Goblet hiicrelerinde de PAS-pozitif mukus ayirt edilmistir (Sekil 3.22,
3.23). Genel olarak, tiim gruplarda PAS+ reaksiyonu yogunluk farki ayirt

edilememistir.

Sekil 3. 22 : Kontrol grubunun PAS ile boyanmis trake dokusu. Bag doku (BD),
epitel (e), mukus (m), PAS-H pozitif reaksiyon (ok), x1000.
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Sekil 3. 23 : Deney grublarinin (a: 0,1 gr/lt bitki ekstrakti uygulanan, b: 0,3 gr/It bitki
ekstrakti uygulanan) PAS ile boyanmis trake dokulari. Kikirdak halka
(KH), bag doku (BD), epitel (¢), mukus (m), PAS-H pozitif reaksiyon
(ok), x1000.



4. SONUCLAR ve TARTISMA

Cyclamen graecum etanol ekstresinden indol grubuna ait iki alkoloid
(5-Hidroksi indol asetik asit, 5-Hidroksi indol etanol) ¢esidi ve on bilinen (Etilen
glikol, Okzalik asit, Benzoik asit, D-Riboz, Sorbopiranoz, 2-Keto-D-glukonik asit, D
Fruktoz, Inositol, D-Altro-2-Heptuloz, Arasidik asit) madde olmak tiizere toplam
oniki madde elde edildi.

Yapilan igerik analiz sonucunda buldugumuz B vitamini ailesinden olan Inositol,
fosfat karisimlar1 eklem iltihabi ve astim gibi solunum hastaliklarina karsi
kullanildig ve spesifik inositol trifosfatlarin agri kesici olarak dnerildigi bildirilmistir
(Siren, 1998). Diyabetik noropati, insomnia, panik atak ve alzheimera, depresyon,
sizofreni endike oldugu durumlardir. Yiiz rejuvenasyonunda kullamlir. inositol hiicre
membran fosfolipidlerinin ana bilesenlerinden oldugu bildirilmistir (James, 2006;
Nahorski ve ark., 1991; Levine ve ark., 1995). Beynin saglikli gelismesinde ve
calismasinda etkilidir (Manji ve ark., 1999). Kolon kanseri, ateroskleroz, noral doku

ve koroner kalp hastaliklarina kargt koruyucu oldugunu bildirmislerdir (Reale ve
ark., 2004).

Ilerki calismalarda bu maddenin saflastirilarak cesitli hastaliklarin tedavisinde

kullanilabilecegi onerilebilir.

Cyclamen graecum Link. bitkisinin etanol, metanol, benzen, aseton ekstraktlarnin
toplam antioksidan aktiviteleri, B-karoten-linoleik asit model sistemiyle belirlendi.
Bu sistem, (Serbest linoleik asitin inkiibasyonu sirasinda olusan peroksitli iirtinlerinin
—karotenin karakteristik sar1 rengine tepkime vererek gidermesi ve bu renk
gideriminin spektroskopik olarak takip edilmesi esasina baglidir) herhangi bir
antioksidan bulunmadiginda B-karotenin renginin hizla agilmasi esasimna dayanir.
Sisteme antioksidan igerikli ekstraktlarin ilave edilmesi, linoleik asitten olusan

peroksit iiriinlerinin bu antioksidanlarla notralize edilmesini saglar ve bunun sonucu
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olarak da B-karotenin karakteristik sar1 rengi korunmus olur. Dolayisiyla 6rneklerin

daha yiiksek absorbansi daha yiiksek antioksidan aktiviteyi gostermektedir.

Cyclamen graecum bitkisinin ekstraktlarmin [-karoten-linoleik asit sistemiyle
belirlenen antioksidan aktivite sonuglarina gore en yiiksek antioksidan aktivite (%
80.2+ 0.6) yertistii kisminin etanollii ¢6ziicii ile elde edilen ekstraktinda goriilmiistiir.
Ekstraktlarin en diisiik antioksidan aktivitesi (% 49.9 = 3.5) C. graecum yertstii

kisimlarinin aseton ile elde edilen ekstraktinda goriilmiistir.

Arastirmacilar tarafindan bir¢cok bitki toplam antioksidan aktivite yOniinden
incelenmistir. Muscari parviflorum Desf. bitki ekstraklarinin antioksidan aktivite
degerleri B-Karoten-linoleik asit yontemiyle belirlenmistir. Buna gore en yiiksek
antioksidan aktivite sogan etanol (MBE) ekstraklarinda %76,8 + 1,51gosterdigi ve
en diisiik antioksidan aktivitenin yaprak metanol (MLM) ekstraklarinda %60 + 1,32
oldugunu belirlemislerdir (Mammadov ve ark., 2012). Yapilan baska bir ¢alismada,
Cyclamen mirabile Hildebr. in Anatolia bitkisinin yaprak ve tuber kisimlarinin su,
metanol, aseton, petrol eteri ile hazirlanan ekstraklarinin antioksidan aktiviteleri
belirlemistir. Tiim ¢oziiclilerde yaprak kisimlart en yiliksek aktiviteyi gostermistir.
Antioksidan kapasitesi petrol eterinde 85.3-76.8%, asetonda 53.1- 42.1%, metanolde
71.2-63.42% ve su ekstraktinda 58.2-34.6% olarak bulmustur (Sarikurkcu, 2011).
Burnaz, Viburnum opulus ve V. orientale bitkilerinin sulu, kloroformlu ve metanollii
ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerini incelemistir. Metanol ekstraktlarinin toplam
fenolik madde igerigi sulu ekstraktlardan daha yiiksek oldugunu bulmustur. Metanol
ve sulu ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri kloroform ekstraktlarindan daha ytiksek
oldugunu bulmustur. Bazi sulu ekstraktlarin FRAP degerleri Trolox®’dan yiiksek
bulmustur (Burnaz, 2007). Tepe ve arkadaslari yurdumuzda yayilis gosteren 5 Allium
tiriiniin metanollii ekstraktlarimin antioksidan aktivitesini arastirmislardir. Bu
calismada bitkilerin toplam antioksidan aktiviteleri % 60—70 arasinda ¢ikmistir (Tepe
ve ark., 2005).

Yapilan bu ¢alismalara baktigimizda, tizerinde ¢alistigimiz Cyclamen graecum Link
bitkisinin etanollii ve metanollii ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri, Muscari
parviflorum Desf. etanollii ve 5 Allium tiriiniin metanollii ekstraktlarinin
aktivitelerinden yiiksek, Cyclamen mirabile Hildebr. in Anatolia petrol eteri

ekstraktinin antioksidan aktivitesinden diisiik bulunmustur.
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Ayni bitkilerden farkli coziiciilerle elde edilen ekstraktlarinin birbirlerinden ¢ok
farkli antioksidan aktivite gostermesinin sebebi olarak ¢o6ziiciilerin polariteleri

gosterilebilir.

Ekstraktlarin serbest radikal giderim aktivitesi ekstrakt icerisindeki antioksidan
bilesiklerin hidrojenlerini verebilmelerine ve bilesigin yapisal konformasyonuna
baghidir (Fukumoto ve Mazza, 2000). 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) 517 nm de
dalga boyu maksimumuna sahiptir ve bazi dogal bilesiklerin antioksidan aktivitesinin
belirlenmesinde serbest radikal olarak kullanilmaktadir. DPPH serbest radikali,
asagidaki tepkime geregi kararli bir molekiil olabilmek i¢in antioksidan
molekiillerden bir elektron ya da hidrojen radikalini kolaylikla alabilmektedir (Yen
ve ark., 2005).

DPPH +A-H ——— DPPH-H +A’

Ekstraktlarin serbest radikal giderim aktivitesi, Oziitlerin derisimin artmasiyla
artmaktadir. Cyclamen graecum bitkisinin 1 mg/ml’lik hazirlanan ekstraktlar
arasinda en yliksek serbest radikal giderim aktivitesi yeriistii kisminin etanollii
ekstraktinda (%97.3+ 0.55) bulunmustur. En diisiik sonug asetonlu ekstraktinda (%
74.7+ 2.21) goriilmiistir. C. graecum bitkisinin 0.2 mg/ml’lik hazirlanan ekstraktlar
arasinda en yiiksek serbest radikal giderim aktivitesi ise yine yeristii kisminin
etanollii ekstraktinda (%82.5+2.90) bulunmustur. En diisiik sonug¢ ise asetonlu
ekstraktinda (%55.2+ 2.36) bulunmustur.

Farkli bitkilerin serbest radikal giderim kapasitesine drnek olarak, Sarikurkcu’niin
yapmis oldugi ¢alismada, Cyclamen mirabile Hildebr. in Anatolia bitkisinin yaprak
kisimlarin su, metanol, aseton, petrol eteri ile hazirlanan ekstraklarin serbest radikal
giderim kapasitesi sirastyla % 57.51, %61.52, %53.07 ve %88.25 olarak belirlemistir
(Sarikurkcu, 2011). Mammadov ve arkadaglarinin yapmis oldugu c¢aligmada
Colchicum balansae Planchon bitkisinin en yiiksek serbest radikal giderim kapasitesi
tuber kisimlarinin benzenli ekstraktlarinda (% 61.28) bulmuslardir (Mammadov ve
ark., 2009). Yapilan bagka bir ¢calismada Romulea ramiflora ve Gagea fibrosa Desf.
bitkilerinden hazirlanan etanollii ve metanollii ekstraktlar1 arasinda G. fibrosa’da en
yiiksek serbest radikal giderim kapasitesi yaprak kisimlariin metanollii ekstraktinda

(%61.16 £ 1.46), R. ramiflora tiirlinde ise sogan kisminin metanollii ekstraktinda
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(%51.27 + 0.94) bulmuslardir (Mammadov ve ark., 2011). Serbest radikal giderim
kapasitesi, Salvia candidissima Vahl. bitki tiirlinde % 94 (Akay, 2006), Sideritis
albiflora Hub.-Mor bitki tiirtinde %72, Sideritis leptoclada O. Schwarz tiiriinde ise
% 83 olarak bulmuslardir (Usluer, 20006).

Yapilan diger ¢alismalarla karsilastirildiginda, C. graecum bitkisinin daha yiiksek
serbest radikal giderim aktivitesi gosterdigi goriilmektedir. Buna dayanarak
antioksidan (%80.2) ve serbest radikal giderim aktivitelerinin (%97.3) yiiksek olmasi
ve sentetik antioksidan olan BHT nin degerlerine (%92.3) yakin degerler gostermesi
bu bitki tirlerinin dogal antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecegini

gostermektedir.

Cyclamen graecum Link. bitkisinden takip eden ekstraktsiyon ile elde edilen etanol
ve metanol Oziitlerinin toplam fenolik bilesik miktarlart FCR reaktifi kullanilarak,
gallik asite esdeger olarak hesaplanmistir. Sonuglara goére 6ziitler arasinda en fazla
gallik aside esdeger konsantrasyonlar1 C. graecum yertistii etanol ekstresinde (3.3737
mg/ml GAE) bulunmustur. Bunu C. graecum yeriisti metanol ekstresi (2.5555
mg/ml GAE) takip eder. En diisiik gallik aside esdeger konsantrasyonu ise C.

graecum tuber metanol ekstresinde (1.1717 mg/ml GAE) bulunmustur.

Buradan fenolik madde miktar1 fazla olan 6ziitiin antioksidant aktivitesinin de fazla
olacagi sonucuna ulasabiliriz. Fakat toplam antioksidan aktivitenin her zaman fenolik
madde miktarina bagli olmadigi, ancak antioksidant aktivite belirlemede 6nemli bir

parametre oldugunu sdyleyebiliriz.

Siganlar iizerinde yapilan bu ¢alismada, belirlenen tiirin ekstraktinin, trake dokusu
histolojisi ile mukus salgisinin noétral sekerleri yogunlugu iizerindeki etkileri
histokimyasal yontemlerle 1s1k mikroskobu diizeyinde arastirillmistir. Cesitli
omurgalilarda solunum sistemi ile ilgili histolojik ve histokimyasal bir¢ok ¢alisma
yapilmaktadir. Erigkin albino farelerde (Mus musculus subsp.) trake, brons ve
bronsiol (terminal bronsiol ve respiratuar bronsiol) mukozalarmin histokimyasal
yapist  belirlenmistir (Cmar ve Yavas, 2008). Bazi omurgali tiirlerinde
girtlak=larinks, soluk borusu=trake ve brons=bronkus mukozalarmin histolojik yap1
ve histokimyasal karakterleri {izerinde yapmis olduklar1 ¢aligmada tiirlerin larinks ve
trake epiteli, bez ve goblet hiicrelerinde notral mukosubstanslara rastlanmamustir.

Fakat bronkus goblet hiicreleri ile sigir ve keg¢i bronsial bezlerinde notral
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mukosubstanslarin bulundugu belirlenmistir (Yavas, 2009). Bildircin trakesi {izerine
yapilan bir diger ¢alismada, trakeyal miik6z hiicrelerin ¢ogunlukta olmak iizere
kuvvetli siilfatl epiteliyal miisinleri, ndtral miisinleri ve daha az oranda da
sialomtisinleri igerdigi, silaomiisinlerin yasin ilerlemesine paralel olarak arttig1
belirlenmistir (Babiir, 2005). Mochizuki ve ark. (1982) sigan solunum sistemi {izerine
yapmis olduklar1 ¢aligmada, laringeal bezlerin yogun olarak nétral ve siilfath, daha
az yogunlukta da siyalik asitli glikoprotein igerdiklerini bildirmislerdir. Vajner ve
ark. (2001a, 2001b) yapmis olduklari ¢alismada tavsan trakesi goblet hiicrelerinin bol
miktarda siilfat esterli, az miktarda sialik asit iceren ve ¢ok az miktarda noétral

mukosubstans tirettigini bildirmislerdir.

Bu calismada, kontrol ve deney gruplarinda trake epitel hiicrelerinin yiizeyinde yer
yer mukus salgist goriilmiistiir. Notral sekerlerin boyanma yogunlugunda gruplar
arasinda belirgin bir farklilik gbzlenememistir. Bu bulgu, uygulanan bitki
ekstraktinin dozuna bagli olabilir. Dolayisiyla, 0.1gr/It ve 0.3 gr/lIt bitki ekstraktinin,
mukus salgisi nétral sekerlerinin yogunlugu tizerine etkisi olmadigi sdylenebilir.
Bununla birlikte, bu konuda, bitkinin farkli konsantrasyonlar1 ile yapilacak

caligmalarin ve daha ileri molekiiler analizlerin yapilmasi uygun olacaktir.
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