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OZET

Asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) inhibisyonu, beyinde g-amiloit birikimini azaltmak ve asetilkolin
kullanimin1 artirmada, yani Alzheimer hastaligmin (AD) tedavisinde 6nemli hedeflerden biridir. Oksidatif stres nedeniyle
olusan serbest radikallerin beyinde ndéron ve metal akiimiilasyonuna verdigi hasar AD’nin patojeneziyle dogrudan iliskilidir.
Amaryllidaceae familyasi iiyelerinin (Galanthus, Leucojum v.b.) igerdigi galantamin, senile demansin tedavisinde kullanilan
AChE inhibitorlerinden biridir. Bu ¢aligmada, bu familyanin iiyesi nergis (Narcissus L.) kiiltiir gesitlerinin soganlarina ait
metanol:kloroform (1:1 (v:v)) ekstrelerinin, toplam fenolik madde ve polifenol igerikleri belirlenmigtir. Ayrica ekstrelerin in
vitro antioksidan aktiviteleri, AChE ve BChEe inhibisyonlari ile Alzheimer tedavisi arasindaki iligkinin arastirilmasi
amaglanmugtir. EKstrelerin toplam fenolik madde miktarlar1 20.78 +0.25 ile 57.97 + 0.49 mg gallik asit esdegeri (GAE)/g ekstre
olarak tespit edilmis, toplam fenolik madde miktart bakimindan en zengin kiiltiir gesidinin ‘Golden Ducat’ oldugu gérilmustiir.
Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi-Diyod Dizisi Dedektorii (DDD) ile gesitlere gore belirlenen fenolik asitler, ‘Golden
Ducat’, gallik asit ve protokatesik asit; ‘Golden Harvest’, para-hidroksibenzoik asit; ‘Carlton’, klorojenik asit; ‘Cheerfulnes’,
para-kumarik asit; ‘Einstein’, ferulik asit seklindedir. DPPH radikal siipiiriicii etki agisindan ‘Einstein’ kiiltiir ¢esidinin
inhibisyon degeri 23.65 = 0.73 (9.6 x 10** derisimde), ‘Cheerfulnes’ kiiltiir ¢esidinin inhibisyon degeri 26.69 = 1.04 (1.8 x 10
8 derisimde) ve 28.51 £ 0.1 (3.6 x 107 derisimde) olarak bulunmustur. ‘Carlton’ kiiltiir cesidinden elde edilen ekstre 0.2 mg/mL
derigimde %14.61 ile en yiiksek metal selatlayict antioksidan etki gostermistir (Etilendiamin Tetraasetik Asit (EDTA): 77.84).
‘Strong Gold’ ¢esidi ekstresi 1.19 (mg/mL) %50 Etkili Derigsim (ECso) degeri ile indirgeyici gii¢ dl¢iimiinde diger tiirlere gore
daha yiiksek etki gostermistir (Biitil Hidroksi Toluen (BHT) nin %50 Etkili Derisimi (ECso): 0.21), askorbik asit ECso: 0.094).
AChE’nin inhibitor etkisi, ‘Téte-a-Téte’ kiiltir ¢esidi, 200 pg/mL derisimde %53.36 (ayn1 derisimde donepezil % 92.077)
olarak bulunmustur. BChE inhibitér etki tayininde ise yine ‘Téte-a-Téte’ kiiltiir ¢esidi 200 pg/mL derisimde %30.25 ve 100
ug/mL derisimde %26.8 inhibisyon gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Narcissus L., Sogan, Antioksidan, Asetilkolinesteraz, Biitirilkolinesteraz

IN VITRO ANTIOXIDANT, ACETYLCHOLINESTERASE and
BUTYRYLCHOLINESTERASE INHIBITION ACTIVITIES of DIFFERENT NARCISSUS L.
CULTIVAR BULBS

ABSTRACT

Inhibition of acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) is one of the important targets in reducing -
amyloid accumulation in the brain and increasing acetylcholine utilization in the treatment of Alzheimer's disease (AD).
Damage to neurons and metal accumulation in the brain by free radicals caused by oxidative stress is directly related to the
pathogenesis of AD. Galantamine, which is contained by members of the Amaryllidaceae family (Galanthus, Leucojum, etc.),
is one of the AChE inhibitors used in the treatment of senile dementia. In this study, the total phenolic substance and polyphenol
contents of the methanol: chloroform (1:1 (v:v)) extracts of narcissus (Narcissus L.) cultivar bulbs', which the genus belongs
to the mentioned family, were determined. Also, the investigation of the relationship between in vitro antioxidant activities,
AChE, and BChE inhibitions of the extracts and Alzheimer's treatment was aimed. The total phenolic content of the extracts
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was determined between 20.78 + 0.25 and 57.97 + 0.49 mg gallic acid equivalent (GAE)/g extract, and it was observed that
'‘Golden Ducat' had the richest one for total phenolic contentDetermined phenolic acids by High-Pressure Liquid
Chromatography-Diode Array Detector (DDD) for 'Golden Ducat' cultivar were gallic acid and protocatechuic acid; for 'Golden
Harvest' cultivar was para-hydroxybenzoic acid; for 'Carlton’ cultivar was chlorogenic acid; for ‘Cheerfulnes' cultivar was para-
coumaric acid and for 'Einstein’ cultivar was ferulic acid. In terms of DPPHe radical scavenging activity, the inhibition value
of the cultivar 'Einstein' was 23.65 = 0.73 (at 9.6 x 10 concentration), the inhibition value of the cultivar '‘Cheerfulnes' was
26.69 + 1.04 (at 1.8 x 10 concentration) and 28.51 + 0.1 (3.6 x 10~ concentration). The extract obtained from the cultivar
'Carlton’ showed the highest metal-chelating antioxidant activity with 14.61% at 0.2 mg/mL concentration (Ethylenediamine
tetraacetic acid (EDTA): 77.84). The extract of 'Strong Gold' variety showed higher activity on reducing power measurement
with a 50% Effective Concentration (ECso) value of 1.19 (mg/mL) compared to other species (50% Effective Concentration
of Butylated Hydroxytoluene (BHT) (ECso): 0.21), ascorbic acid ECso: 0.094). The inhibitory activity of AChE was found to
be 53.36% (donepezil 92.077% at the same concentration) in the cultivar 'Téte-a-Téte' at 200 pg/mL concentration. For the
BChE inhibitory activity, the cultivar 'Téte-a-Téte' was showed 30.25% inhibition at 200 pg/mL and 26.8% inhibition at 100
pug/mL.

Keywords: Narcissus L., Bulbs, Antioxidant, Acetylcholinesterase, Butyrylcholinesterase

1. GIRIS

Amaryllidaceac familyasina ait Narcissus L. cinsi diinyada 80 tiir ile temsil edilir. Dogal olarak
melezlenme potansiyeli, genis bir cografyada dagilimu, kiiltiire alinmasi, ilgi ¢eken ¢igekleri, siis bitkisi
olarak oneminin ve gesitliliginin artmasina neden olmustur. Ayni1 familyada yer alan Galanthus L. ve
Leucojum L. cinslerinin morfin benzeri bir alkaloit olan galantaminin dogal kaynaklari olmalari,
familyadaki diger cinslerin bu alkaloit ag¢isindan 6nemlerini arttirmistir. Galantamin, merkezi kolinerjik
etkileri nedeni ile Alzheimer’da terapétik bir ajandir. Takrin (hepatotoksisiteye neden olur) ve
fisostigmin gibi hastaligin tedavisinde kullanilan diger antikolinesteraz bilesiklerine gore, ajitasyon ve
insomnia gibi hafif yan etkilere sahiptir. Bu nedenle galantamin, senile demansinin tedavisinde yapisal
olarak iliskili diger AChE inhibitorlerinden daha iyi bir terapotik ajan durumundadir [1].

Norodejeneratif bir rahatsizlik olan Alzheimer hastaligi (AD), kolinerjik sistemdeki eksiklikler ile /-
amiloit (AB)’in norofibriler aglar ve amiloit plaklar formunda birikimi ile karakterizedir. Kolinerjik
sistemin Ogrenme ve bellek siireglerinin diizenlenmesi {izerindeki rolii nedeniyle antikolinerjik
yaklasim, anti-Alzheimer ilaglarinin gelistirilmesinde énem tasimaktadir. Kolinesteraz inhibitorleri,
asetilkolini hidroliz eden asetilkolinesteraz (AChE, EC 3.1.1.7) enzimini inhibe ederek kolinerjik iletimi
artirmaktadirlar. Hem AChE, hem de biitirilkolinesteraz (BChE, EC 3.1.1.8) enzimi yaslilik plaklarinin
olusumunun ilk evreleri boyunca meydana gelen AP agregasyonunda 6énemli rol oynamaktadirlar. Bu
nedenle AChE ve BChE inhibisyonu, beyinde AP birikimini azaltmak ve asetilkolin kullanimini
arttirmak suretiyle Alzheimer hastaliginin etkili tedavisinde kritik hedefler teskil etmektedir [2].

Oksidatif stres nedeni ile serbest radikal olusumunun, néronlara hasar vermesi ve beyinde metal birikimine
neden olmasi, AD’nin patojenezi ile dogrudan iliskilidir. Bu nedenle AD’ye kars1 kullanilan terapétik bir
ajanin hem AChE inhibitorii, hem de hastaligin patojenezinde olusan S-amiloit plaklarda metal birikimi
nedeni ile metal selatlayici antioksidan etkiye sahip olmasi tedavide 6nem tagimaktadir [3].

Bu calismada, bazi nergis kiiltiir ¢esitlerinin soganlarina ait ekstrelerin, toplam fenolik madde ve
polifenol igeriklerinin belirlenmesi, in vitro antioksidan potansiyelleri ile in vitro AChE ve BChE
inhibisyonlarinin Alzheimer tedavisi arasindaki iligkinin aragtirilmasi hedeflenmistir.

2. MATERYAL ve METOT
2.1. Bitkisel Materyal

Bu caligmada, Asya Lale firmasindan temin edilmis, yabanci orjinli 10 farkli nergis kiiltiir ¢cesidinin
(Narcisscus. cv. ‘Strong Gold’, ‘Golden Harvest’, ‘Fortissimo’, ‘Cheerfulnes’, ‘Golden Ducat’, ‘Mount
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Hood’, ‘Téte-a-Téte’, ‘Precocious’, ‘Einstein’) aym ekolojik kosullarda ikinci vejetasyon dénemini
tamamlamis olan soganlar1 kullanilmistir.

2.2. Ekstraksiyon

Deneysel calismada kullanilacak nergis kiiltiir ¢esitlerine ait soganlar soyulup, parcalanarak etiivde
yaklasik 8 saat bekletilerek kurutulmus, ekstraksiyon islemine kadar +4 °C’de saklanmustir.
Buzdolabinda saklanan soganlar 10 gram (g) tartilarak metanol:kloroform (1:1, (v/v)) karisimu ile 24
saat masere edilmis (n=3), birlestirilen siiziintiiler algak basing altinda rotavaporda yogunlastirilmistir
[4]. Elde edilen ekstrelerin fitokimyasal 6zellikleri kromatografik ve spektrofotometrik yontemler
kullanilarak belirlenmistir.

2.3. Toplam Fenolik Madde Miktar1

Hazirlanan ekstrelerin igerdigi toplam fenolik madde derisimleri Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak
kolorimetrik olarak tayin edilmistir [5]. Bu spektrofotometrik yontem, fenolik bilesiklerin Folin-
Ciocalteu ¢ozeltisinde bulunan fosfotungustik ve fosfomolibdik asitlerin kompleks polimerik iyonlar
ile oksidasyonu sonucu olugsan mavi renkli molibden-tungsten kompleksinin absorbsiyonunun 750 nm
dalga boyunda o6lgiilmesi ilkesine dayanir. Bu amagla, 0.5 ml 6rnek (0.5 mg/mL (%50 MeOH’da)), 2.5
ml Folin-Ciocalteu reaktifi (%10°luk, h/h, suda) ve 7.5 ml sodyum karbonat ¢ozeltisi (%20°lik, a/h, suda)
karistirilarak, 2 saat oda sicakliginda karanlikda bekletilmistir. Cozeltilerin absorbans degerleri 750 nm’de
spektrofotometrede okunarak, standart olarak kullanilan gallik asit kalibrasyon grafiginden elde edilen
esitlik kullanilarak toplam fenol miktar1 g ekstrede mg gallik asite esdeger olarak hesaplanmustir.

2.4. Fenolik Asitlerin Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (YBSK)-Diyod Dizisi Dedektorii (DDD)
ile Tammlanmasi

Caligilan ekstrelerin igerdigi fenolik asitlerin miktar tayinleri, uygun ters-faz kolon ve gradient eliisyon
¢oziicii sistemi kullanilarak YBSK-DDD yontemi ile gergeklestirilmistir [6]. Sonuglarin
degerlendirilmesinde, ayirimin tekrarlanabilirligini saglamak amaciyla i¢ standart (Internal Standart)
(IS) yontemi kullanilmis, sunulan analiz kosullarinda ilgili fenolik asitlerle birlikte sisteme IS olarak
propil paraben eklenmis ve IS’ nin karisikliga neden olmayan bir bolgede pik verdigi gdzlenmistir.

2.5. Serbest Radikal Siipiiriicii Etki

Ekstrelerin 2, 2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH {izerinden serbest radikal siipiiriicii etkileri Sanchez-
Moreno ve ark. (1998) [7] tarafindan modifiye edilmis yontem kullanilarak tayin edilmistir. Metanolde
hazirlanmis 9.6 x 10, 1.8 x 10 ve 3.6 x 10" mg/mL derisimlerdeki 6rnek ¢ozeltilerinden 0.1, 0.2 ve
0.4 mL alinarak, iizerlerine metanolde hazirlanmis 3 ml DPPH" (2 x 102 g/L) ¢ozeltisi ilave edilmis,
vorteksde 30 saniye karigtirilmig ve karanlikta oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra 517
nm’de absorbans degerleri kaydedilmistir. Serbest radikal siipiiriicii etki (% Inhibisyon) asagidaki
esitlige gore hesaplanmistir [8, 9]:

% Inhibisyon = [ (A —B)/A] x 100
(A: kontrol absorbansi, B: érnegin absorbansi)

Her bir deney 3 kez tekrarlanarak ortalamalar1 alinmus, referans madde olarak Biitillenmis
Hidroksitoluen (BHT) kullanilmistir.

2.6. Metal Selatlayici Etki

Ekstrelerin Fe*? iyonu selatlayici etkileri Orhan ve Ustiin (2011) [10] tarafindan rapor edilen
spektrofotometrik yonteme gore tayin edilmistir. 400 uL 6rnek (0.2 mg/mL) tizerine 40 uL FeCl
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(2mM) ve 80 pL Ferrozin (SmM) eklenmistir, reaksiyon ¢dzeltisi metanol ile 2 mL’ye tamamlanmustir.
10 dakika bekletilen ¢6zeltilerin 562 nm’de absorbanslari 6lgiilmiis Ve metal selatlama kapasitesi (%)
asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmustir:

% Metal Selatlama Kapasitesi:[(Akontrol'A(‘jmek)]/Akontrol x 100

Her test 3 kez tekrarlanarak ortalamalari alinmig, pozitif kontrol olarak Etilendiamin tetraasetik asit
(EDTA) (0.2 mg/mL) kullanilmugtir [11].

2.7. Indirgeme Giicii Ol¢iimii

200 pL ornek ¢ozeltisi (0.5 mg/mL derisimde) iizerine 500 pl fosfat tamponu ve 500 uL %1°lik

Ka[Fe(CN)s] 3H,0 eklenmis, karisim 50°C’de etiivde 20 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra karisima
500 uL %10’luk trikloro asetik asit (TCA) eklenerek, 4000 g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrast 500 pL siipernatant, 500 pL distile su ve 200 pL 0,1’lik FeCls ile karistirilarak elde edilen
reaksiyon ¢ozeltisinin absorbansi, 700 nm’de 6rnek igermeyen reaksiyon karigimina kars1 okunmustur
(n=3). Pozitif standart olarak BHT ve askorbik asit kullanilmistir. Bu yontemde, antioksidan etki, %50
Etkili Derigim (ECso) degerleri ile ifade edilmistir. Diisiik ECso degerleri, yiiksek antioksidan etkinligi
gostermektedir [12].

2.8. Asetilkolinesteraz (AChE) ve Biitirilkolinesteraz (BChE) Inhibitor Etki

Ekstrelerin AChE ve BChE inhibe edici etkileri Ellman Testi ile belirlenmistir [13, 14]. S6z konusu
spektrofotometrik yontem, tiyokolinin kromatik bir reaktif ve 5,5’-ditiyobis(2-nitrobenzoik asit)
(DTNB) ile renkli bir iiriin vermesi esasina dayanir. Ekstrelerin enzim inhibitor etkileri, 200, 100, 50 ve
25 ug/mL’lik derisimlerde gerceklestirilmistir. Etki degerleri %0-100 araliginda inhibisyon seklinde
degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak AChE inhibitor etki belirlemede donepezil, BChE inhibitor
etki yonteminde takrin ve galantamin kullanilmistir. Enzim inhibisyon c¢aligmasinda hazirlanan
cozeltilerin porsiyonlar halinde ayrilmasi, test bilesiklerinin 96 kuyucuklu plakalara uygulanmasi,
enzim-substrat ¢ozeltilerinin eklenmesi islemlerinde, BioTek-Precision Power robotik pipetleme sistemi
ve enzim protokolii olusturma, izleme ve spektrofotometrik 6l¢tim alimi islemleri, BioTek-Synergy H1
Microplate Reader cihazi kullanilarak yapilmistir. Her test ¢ozeltisi ve farkli derigsimlerdeki inhibitor
¢ozeltileri (20 pL), 96 kuyucuklu plakalara Biotek Precision XS robotik sistemi kullanilarak eklenmistir.
Inhibitor bilesiklerinin her derisimi plaklara 4 tekrarli olarak uygulanmustir. Plakalar, BioTek-Synergy
H1 mikroplaka okuyucusuna konarak dnce 5 dakika siireyle karistirilmis daha sonra 25°C’de 15 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde mikroplaka okuyucusu dispenser haznesinde
bulunan ikinci test ¢dzeltisinin her bir kuyucuga 80 uL olacak sekilde ilavesi saglanmustir. ikinci test
cozeltisi eklendikten sonra 30 sn’lik hizli bir karigtirma islemi yapilmistir. Bu asamada 412 nm’de
birinci absorbans okumasi gerceklestirilmistir. Mikroplakalar, reaksiyonun siirmesi i¢in 5 dakika daha
karismaya birakilmis ve bu siire sonunda ikinci absorbans okumasi yapilmustir. iki okuma arasindaki
absorbans farklari alinarak asagidaki formiile gore % inhibisyon oranlar1 hesaplanmistir:

% Inhibisyon = [ (A(K)-A(B) )- (A()- A(B))] 100

(A(K)-A(B))

B: Blank (kér) (Inhibitér bilesik ve substratin eklenmedigi kuyucuk)
K: Kontrol (Sadece inhibitdr bilesigin eklenmedigi kuyucuk)

A(B): Blank kuyucuguna ait absorbans okuma farki

A(K): Kontrol kuyucuguna ait absorbans okuma farki

A(l): Inhibitor maddelere ait absorbans okuma farki
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3. SONUCLAR

Calisilan nergis kiiltiir ¢esitlerinin toplam fenolik madde miktarlar1 Folin-Ciocalteu yéntemi ile tayin
edilmis, sonuglar gallik asit kalibrasyon esitligi kullanilarak, g ekstrede mg gallik asite esdeger olacak
sekilde hesaplanmistir (Tablo 1). Tablo 1’e gore nergis kiiltiir ¢esitlerinden hazirlanan ekstrelerin toplam
fenolik madde miktarlar1 20.78 + 0.25 ile 57.97 + 0.49 mg GAE/g ekstre arasinda bulunmustur. Toplam
fenolik madde miktar1 bakimindan en zengin kiiltiir ¢esidinin ‘Golden Ducat’oldugu, onu ‘Téte-a-Téte’
(56.89 + 0.26 mg GAE/g ekstre), ‘Strong Gold’ (48.91 + 1.80 mg GAE/qg ekstre), ‘Cheerfulnes’(47.37
+ 0.4780 mg GAE/g ekstre)’in takip ettigi goriilmiistiir.

Tablo 1. Calisilan ekstrelerin toplam fenolik madde miktarlari.

Toplam Fenolik Madde

Ekstreler Miktarlar:
(mg GAE/g ekstre)

‘Téte-a-Téte’ 56.89 = 0.26
‘Strong Gold’ 48.91 + 1.80
‘Einstein’ 41.97 +3.88
‘Cheerfulnes’ 4737 +0.47
‘Golden Harvest’ 33.35 £2.49
‘Golden Ducat’ 57.97 +0.49
‘Carlton’ 2037+ 1.20
‘Precocious’ 27.31 £0.48
‘Fortissimo’ 25.56+0.28
‘Mount Hood’ 20.78 £0.25

Caligilan nergis kiiltiir ¢esitlerinden elde edilen ekstrelerin ters faz YBSK-DDD ile belirlenen fenolik
asit miktarlar1 Tablo 2’de, kromatogramlari ise Sekil 1-3’de verilmistir.

Tablo 2. Caligilan ekstrelerin YBSK-DDD ile belirlenen fenolik asit miktarlari (ng/g ekstre).

Ekstreler FENOLIK ASIT MIKTARLARI (ug/g ekstre)
GA ProKA pOHBA KLA pKUA FA

‘Téte-a-Téte’ 0,34 - 0.02 2.36 - 1.15
‘Strong Gold’ 0,71 1,87 0,04 3.09 - 1,32
‘Einstein’ 0.37 0.91 - 1,51 - 4.20
‘Cheerfulnes’ 0.78 0.70 0.03 2.24 1.16 1.24
‘Golden Harvest’ 0.90 1.79 0.06 5.03 0.65 2.20
‘Golden Ducat’ 2.87 3.68 0.03 6.29 0.08 2.04
‘Carlton’ 2.12 1.00 0.03 6.46 0.75 2.54
‘Precocious’ 0.58 0.56 0.02 3.38 - 3.48
‘Fortissimo’ 1.48 1.72 0.03 3.70 - 1.95
‘Mount Hood’ 0.67 0.69 0.01 2.13 0.50 1.84

GA: Gallik asit, ProKA: Protokatesik asit, pPOHBA: para-Hidroksibenzoik asit, KLA: Klorojenik asit,
pKUA: para-Kumarik asit, FA: Ferulik asit.
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Sekil 2. ‘Golden Harvest’ ekstresine ait fenolik asit kromatogrami.
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Sekil 3. ‘Carlton’ ekstresine ait fenolik asit kromatogrami.

Narcissus kiiltiir ¢esitlerinin YBSK-DDD ile belirlenen en yiiksek miktardaki fenolik asitleri, ‘Golden
Ducat’ i¢in gallik asit (2.87 pug/g ekstre) ve protokatesik asit (3.68 ug/g ekstre); ‘Golden Harvest’ i¢in
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p-hidroksibenzoik asit (0.06 ng/g ekstre); ‘Carlton’ i¢in klorojenik asit (6.46 ug/g ekstre); ‘Cheerfulnes’
icin p-kumarik asit (1.16 pg/g ekstre) ve ‘Precocious’ i¢in ferulik asit (3.48 pg/g ekstre) seklindedir.

alisilan nergis kiiltiir cesitlerinin DPPHe {izerinden serbest radikal siipiiriici etkilerine ait % inhibisyon
$ g () p Y

degerleri Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Calisilan ekstrelerin DPPH radikal siipiiriicii antioksidan etki sonuglari.

Ekstre % inhibisyon
Derisim 9.6x10* mg/mL 1.8x10° mg/mL 3.6x10°° mg/mL

‘Téte-a-Téte’ 21.64+£1.62 24.24 £1.57 26.72 £ 0.69
‘Strong Gold’ 20.96 £ 0.71 23.82+£2.05 25.52+£2.24
‘Einstein’ 23.65+0.73 24.03 £2.42 26.95+0.26
‘Cheerfulnes’ 22.15+0.18 26.69 = 1.04 28.51 +0.1
‘Golden Harvest’ 21.79 + 1.84 24.88 +£0.73 25.29+0.5
‘Golden Ducat’ 20.81 £ 0.41 2228+1.2 25.17+£2.12
‘Carlton’ 23.50 £ 0.45 2531+1.6 26.09+1.0
‘Precocious’ 15.06 £ 0.15 16.06 + 0.33 17.93+0.34
‘Fortissimo’ 16.82£0.5 17.01 £ 0.09 18.05 £ 0.53
‘Mount Hood’ 15.48 + 0.47 1712+ 0.24 18.16 + 0.65
BHT 33.28 £ 0.65 44.82£1.96 56.84 + 1.94
Askorbik Asit 38.25+1.39 53.16+0.33 83.97 + 1.64

Sonuglar, + standart sapma (n=3) olarak verilmistir.

DPPHe radikal siipiiriicii antioksidan etki agisindan nergis kiiltiir ¢esitleri incelendiginde ‘Einstein’
kiiltiir ¢esidinin inhibisyon degeri 23.65 = 0.73 (9.6 x 10 derisimde), ‘Cheerfulnes’ kiiltiir ¢esidinin
inhibisyon degeri 26.69 + 1.04 (1.8 x 107 derisimde) ve 28.51 + 0.1 (3.6 x 10 derisimde) olarak

bulunmustur.

Caligilan nergis kiiltiir ¢esitlerinin metal selatlayici etki sonuglar1 Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Calisilan ekstrelerin metal selatlayici etki sonuglar

Ekstreler Antioksidan etki
% inhibisyon
(0.2 mg/mL)
‘Téte-a-Téte’ 2.16 +0.38
‘Strong Gold’ -
‘Einstein’ 3.63+0.71
‘Cheerfulnes’ -
‘Golden Harvest’ 9.22+1.21
‘Golden Ducat’ 13.24 +1.84
‘Carlton’ 1461+£1.72
‘Precocious’ 8.43+0.91
‘Fortissimo’ 13.33+0.51
‘Mount Hood’ 2.55+0.38
EDTA 77.84 +4.82

Sonuglar, + standart sapma (n=3) olarak verilmistir.

*(-) etki goriilmemistir.
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Metal gelatlayict antioksidan etki sonuglar1 bakimindan nergis kiiltiir ¢esitleri arasinda ‘Carlton’ kiiltiir
cesidi ekstresinin 0.5 mg/mL derisimde %14.61 ile ¢alisilan diger ekstrelere kiyasla yiiksek inhibisyon
gosterdigi belirlenmistir (EDTA: %77.84 (0.5 mg/mL derisimde)).

Calisilan nergis kiiltiir ¢esitlerinin indirgeme giicii 6l¢timii sonuglari ise Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5. Caligilan ekstrelerin indirgeme giicii 6l¢tim sonuglart.

Ekstreler ECso
(mg/mL)
‘Téte-a-Téte’ 1.65+0.15
‘Strong Gold’ 1.19 +£ +0.21
‘Einstein’ 1.35+0.11
‘Cheerfulnes’ 1.72+0.18
‘Golden Harvest’ 1.55+0.31
‘Golden Ducat’ 1.77+0.18
‘Carlton’ 1.49+0.28
‘Precocious’ 1.84+0.34
‘Fortissimo’ 1.74+0.41
‘Mount Hood’ 1.28+0.28
BHT 0.21 +.0.08
Askorbik Asit 0.094 +£0.01

Sonuglar, + standart sapma (n=3) olarak verilmistir.
Rediikleyici gii¢ Ol¢timii ile antioksidan etki bakimindan incelenen nergis kiiltiir ¢esitleri arasinda
‘Strong Gold’ ekstresine ait ECso degeri 1.19 (mg/mL) olarak elde edilmistir (BHT ECso = 0.21, askorbik
asit ECso = 0.094).

Caligilan nergis kiiltiir gesitlerinin AChE inhibitor etki sonuglar1 Tablo 6’da, BChE inhibitor etki
sonuglar1 Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 6. Calisilan ekstrelerin AChE inhibitor etki sonuglari

AChE % Inhibisyon
Ekstreler
200 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL | 25 pg/mL

‘Téte-a-Téte’ 53.366 4.346 - -
‘Strong Gold’ 3.397 2.888 - -
‘Einstein’ 5.602 2.272 - -
‘Cheerfulnes’ - - - -
‘Golden Harvest’ 3.687 - - -
‘Golden Ducat’ 6.948 4.942 2.715 -

‘Carlton’ 5.361 2.979 1.343 -

‘Precocious’ - - - -
‘Fortissimo’ 3.033 - - -
‘Mount Hood’ 9.845 5.283 1.714 -
Donepezil 92.077 91.065 89.357 88.250
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Tablo 7. Calisilan ekstrelerin BChE inhibitor etki sonuglari

BChE % Inhibisyon
Ekstreler
200 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 ng/mL
‘Téte-a-Téte’ 30.25 26.85 15.70 10.33
‘Strong Gold’ 23.27 10.14 7.49 4.38
‘Einstein’ 11.28 8.39 5.00 3.47
‘Cheerfulnes’ 18.46 12.23 6.97 2.10
‘Golden Harvest’ 15.26 9.75 4.30 242
‘Golden Ducat’ 9.24 6.31 4.08 3.22
‘Carlton’ 10.27 7.26 5.74 3.66
‘Precocious’ 18.36 14.24 10.79 7.33
‘Fortissimo’ 25.80 19.82 16.37 10.71
‘Mount Hood’ 20.75 13.86 11.32 8.29
Donepezil 76.89 73.26 69.37 65.31
Takrin 97.50 92.20 89.15 83.60
Galantamin 60.24 52.30 48.22 42.65

Calisilan ekstreler AChE inhibitor etkisi agisindan degerlendirildiginde, ‘Téte-a-Téte” kiiltiir ¢esidi 200
ng/mL derisimde %53.366, donepezil %92.077 inhibisyon gosterirken. BChE inhibitor etkisi agisindan
yine ‘Téte-a-Téte’ kiiltiir ¢esidi 200 pg/mL derisimde %30.25 ve 100 ug/mL derisimde %26.85
inhibisyon (Donepezil: 200 pg/mL derisimde %76.89 100 ug/mL derisimde %73.26) gbstermistir.

4. TARTISMA

Alzheimer hastaligi (AD), kolinerjik sistemdeki eksiklikler ve f-amiloit (AB)’in norofibriler aglar ve
amiloit plaklar formunda birikimi ile karakterize, norodejeneratif bir rahatsizliktir. Kolinerjik sistemin
ogrenme ve bellek siireclerinin diizenlenmesi iizerindeki rolii nedeniyle antikolinerjik yaklagim, anti-
Alzheimer ilaglarmin gelistirilmesinde Oonem tasimaktadir. Kolinesteraz inhibitorleri, asetilkolini
hidroliz eden AChE enzimini inhibe ederek kolinerjik iletimi arttirmaktadir. Hem AChE, hem de BChE
enzimi yaglilik plagi olusumunun ilk evreleri boyunca meydana gelen AP agregasyonunda dnemli rol
oynamaktadirlar. Bu nedenle AChE ve BChE inhibisyonu, beyinde A birikimini azaltmak ve
asetilkolin kullanimim artirmak suretiyle Alzheimer hastaliginin etkili tedavisinde kritik hedefler teskil
etmektedir. Etki deneylerinde kullanilan takrin, donepezil ve galantamin Alzheimer tedavisinde klinikte
su anda kullanilan kolinesteraz inhibitorii ilaglardandir [2].

Amaryllidaceae familyasi tiyeleri, igerdikleri fenantridin grubu alkaloitlerin analjezik, asetilkolinesteraz
inhibitorii, S-adrenerjik reseptdr stimulani gibi farmakolojik etkilere sahiptir. Bu familyada yer alan
Narcissus L. tiirleri, ¢ogunlukla soganlarinda norbelladin, likorin, homolikorin, hemantamin,
narkiklazin, tazettin, pankreatin ve galantamin gibi alkaloitler icerir. Bu alkaloitlerin sitotoksik,
antitimor, AChE inhibitorii, antibakteriyel, antifungal gibi ¢esitli farmakolojik ya da biyolojik etkileri
nedeni ile Narcissus tiirleri gesitli ¢alismalara konu olmustur [15-22].

Bitkilerin antioksidan etkileri, i¢erdikleri fenolik bilesiklerden kaynaklanir. Bunlar serbest radikallerin

neden oldugu oksidasyon reaksiyonlarini engelleyerek kalp hastaliklari, Alzheimer, kanser, diyabet gibi

hastaliklara kars1 koruyucu etki gosterir. Bu ¢alismada, DPPHe radikal siipiiriicii etki agisindan ‘Einstein’

kiiltiir ¢esidinin 9.6 x 10 derisimde % inhibisyon degeri 23.65 £ 0.73, ‘Cheerfulnes’ kiiltiir ¢esidinin 1.8

x 107 derisimde % inhibisyon degeri 26.69 = 1.04 ve 3.6 x 107 derisimde 28.51 £ 0.1 olarak bulunmustur
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(% Inhibisyon BHT: 33.28 + 0.65 ve askorbik asit: 53.16 = 0.33, 83.97 + 1.64). N. broussonetii tiiriiniin
farkl1 derisimlerdeki etanol ekstrelerinin radikal siipiiriicii etkileri, 10-100 mg mL* derisimlerde, 82.5-66.9
% inhibisyon degerleri arasinda (askorbik asit: %89.8) oldugu gosterilmistir [23]. Metal selatlayic
antioksidan etki sonuglarina gére EDTA 77.84 inhibisyon gosterirken, Carlton’ kiiltiir ¢esidinden
hazirlanan ekstrenin 0.2 mg/mL konsantrasyonda % inhibisyon degeri 14.61 olarak bulunmustur.
Indirgeme giicii 6l¢iimii tayininde BHT ve askorbik asit (sirast ile ECso degerleri: 0.21-0.094 mg/mL)
bulunurken, ‘Strong Gold’ ¢esidi ekstresinin ECso degeri 1.19 mg/mL’dir. Narcissus tiirleri ekstrelerinin
metal selatlayici antioksidan etkisi ve indirgeme giicii ile ilgili yapilmis ¢alismaya rastlanmamustir.

Narcissus kiiltiir ¢esitleri ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlar1 20.78 + 0.25 ile 57.97 + 0.49 mg
GAE/g ekstre olarak elde edilmistir. Toplam fenolik madde miktar1 bakimindan en zengin kiiltiir ¢esidinin
‘Golden Ducat’ oldugu gértilmiistiir. YBSK-DDD ile belirlenen fenolik asitler ve miktarlari (ug/g ekstre)
bakimindan ‘Golden Ducat’, gallik asit ve protokatesik asit; ‘Golden Harvest’, para-hidroksibenzoik asit;
‘Carlton’, klorojenik asit; ‘Cheerfulnes’, para-kumarik asit; ‘Einstein’, ferulik asit bakimindan zengindir.
N. pseudonarcissus ve N. poeticus’un toprak tistii kisimlarindan hazirlanan %70’lik etanol ekstrelerinin
toplam polifenolik madde miktari sirasi ile 19.74 = 0.25 mg GAE/g ve 15.25 £ 0.06 mg GAE/g; serbest
radikal stipiiriicii etki i¢in 1Csp degerleri 200’den yiiksek (Trolax: 11.20 + 0.20 pg Trolox/mL) olarak
elde edilmistir [24]. N. papyraceus’un sogan ve sogan kabuklarinin metanol ekstrelerinde toplam fenolik
madde miktar1 siras1 ile 98 mg GAE/1 g ekstre ve 584 mg GAE/1 g ekstre olarak; serbest radikal
stipiiriicii etki i¢in % inhibisyon degerleri sirasi ile %55.5 ve %88.96 olarak verilmistir [25].

Norolojik rahatsizliklarin gelisiminde gesitli metallerin beyinde birikmesinin de rol oynadig: tespit
edilmistir. Ornegin, demir homeostazindaki degisiklikler, hipokampusta ve serebral kortekste degisen
demir, ferritin ve transferrin seviyelerinin artist AD hastalarinda goriilen farkliliklardir. Demir, AfB’in
birikimine katkida bulunmaktadir. Bu nedenle, demir ve diger redoks aktif metallerin (6rnegin bakir)
selasyonunu igeren terapiler, AD’de degerli bir strateji olarak diisiiniilmektedir [12]. Oksidatif stres
nedeniyle olusan serbest radikallerin beyinde ndron ve metal akiimiilasyonuna verdigi hasar AD’nin
patojeneziyle dogrudan iligkilidir. Bu nedenle AD’ye karsi kullanilan terapotik bir ajanin hem AChE
inhibitorii, hem de metal selatlayici antioksidan-hastaligin patojenezinde olusan f-amiloit plaklarda
metal birikimi nedeniyle- 6zellige sahip olmasi tedavide 6nem tasimaktadir [3].

Narcissus L. cinsi ile ayn1 familyada yer alan Galanthus ve Leucojum cinslerinin morfin benzeri bir
alkaloit olan galantaminin (merkezi kolinerjik etkileri nedeni ile Alzheimer tedavisinde kullanilan bir
terapotik ajan) dogal kaynaklar1 olmalari, familyadaki diger cinslerin bu alkoloit agisindan énemlerini
arttrmugtir. Alkaloit ekstreleri ve asetilkolin ve biitirilkolin esteraz inhibisyon etkileri gesitli ¢aligmalara
konu olmustur. Ispanya’nin farkli bolgelerinde yetisen Narcissus tiirlerinin igerdigi ¢esitli alkaloitlerin
ACHhE inhibitor etkisinin aragtirildigi bir ¢alismada, olgun soganlarin metanol ekstreleri kullanilmisda,
N. confusus en yiiksek galantamin miktarma (5.38 = 0.03 mg/g kuru agirlik) ve 5.38 + 0.46 x 10 mg
bitki kuru agirhig/mL olarak en yiiksek inhibitor etkiye sahip oldugu gosterilmistir [22].

Calisilan Narcissus kiiltiir gesitleri arasinda AChE ve BChE inhibitor etkisi en yiiksek olan ‘Téte-a-
Téte’’ ¢esidi methanol;kloroform ekstresinin, 200 pg/mL derisimde % inhibisyon degerleri 53.66 (ayn1
derisimde donepezilin % inhibisyonu: 92.077) ve 30.25 (ayn1 derisimde donepezilin % inhibisyonu:
76,89) olarak bulunmustur. Literatiir taramalarimizda ise Narcissus poeticus var recurvus ekstrelerinin
eritrositik AChE inhibitér etkisinin (1Cso = 6.0 = 0.1 pg/mL) oldugu [26], Narcissus poeticus cv. Pink
Parasol ¢esidinin taze soganlarinin etanol ekstresinin AChE ve BuChE inhibisyonu I1Cs degerleri sirasi
ile 191.3 £ 20.2 ve 3.3 £ 0.5 pg/mL olarak belirlenmistir (AChE igin: 1Cso (uM) Galantamin: 1.71 +
0.06, BuChE i¢in: ICso (uM) Galantamin: 42.3 + 1.3) [27].

Bu ¢aligma sonucunda elde edilen veriler, Narcissus kiiltiir ¢esitlerinin fenolik bilesimleri ile orantili olarak
iyi bir antioksidan kaynagi oldugu, metabolik bir hastalik olan AD ile ilgili AChE ve BChE enzimlerini
orta diizeyde inhibe etme Ozelligine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle ¢alisilan kiiltlir ¢esitlerinin
dogal antioksidanlar ve enzim inhibitorleri agisindan énemli bir kaynak oldugu diisiiniilebilir.

99



Eréz Poyraz vd. / Eskigehir Teknik Univ. Bil. Tek. Der. C- Yasam Bil. ve Biyotek. 10 (2) 2021
TESEKKUR

Bu ¢aligma Anadolu Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklenmistir
(Proje No: 16055304). Calismanin gergeklestirilmesinde yardimlarim esirgemeyen Prof. Dr. Yusuf
OZKAY ve Aras. Gor. Dr. B. Nurpelin SAGLIK’a tesekkiir ederiz.

CIKAR CATISMASI BEYANI

Yazarlar, bu makalenin yaymlanmasi ile ilgili herhangi bir ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan eder.

KAYNAKLAR

[1] Hanks GR. The biology of Narcissus, in Narcissus and Daffodil, The Genus Narcissus. Kirton,
UK: Taylor and Francis, 2002.

[2] Anand P, Singh B. A review on cholinesterase inhibitors for Alzheimer’s disease. Arch Pharm
Res, 2013; 36(4): 375-399.

[3] Senol FS, Yagci Tiiziin C, Toker G, Erdogan Orhan I. An in vitro perspective to cholinesterase
inhibitory and antioxidant activity of five Gentiana species and Gentianella caucasea. Int J Food
Sci Nutr,2012; 63(7): 802-812.

[4] Mukherjee PK, Kumar V, Mal M, Houghton PJ. Acetylcholinesterase inhibitors from plants.
Phytomed, 2007; 14: 289-300.

[5] Folin O, Ciocalteu V, On tyrosine and tryptophane determinations in proteins, J Biol Chem, 1928:
73, 627-50.

[6] Oztiirk N, Tuncel M, Tungel NB. Determination of Phenolic Acids by a Modified HPLC: Its
Application to Various Plant Materials. J Lig Chromatogr R T, 2007; 30: 587-596.

[7] Sanchez-Moreno C, Larrauri J, Saura-Calixto F, A Procedure to Measure the Antiradical
Efficiency of Polyphenols. J Sci Food Agr, 1998; 76, 270-276.

[8] Oztiirk N, Tungel M, Potoglu-Erkara I. Phenolic compounds and antioxidant activities of some
Hypericum species: A comparative study with H. perforatum. Pharm Biol, 2009; 47(2), 120-127.

[9] Oztiirk N, Tuncel M. Assessment of phenolic acid content and in vitro antiradical characteristics
of hawthorn. J Med Food, 2011; 14(6), 664-669.

[10] Orhan i, Ustiin O. Determination of total phenol content, antioxidant activity and
acetylcholinesterase inhibition in selected mushrooms from Turkey. J Food Compos Anal, 2011,
24: 386-390.

[11] Liu G, Garrett,M R, Men P, Zhu X, Perry G, Smith MA. Nanoparticle and other metal chelation
therapeutics in Alzheimer disease. BBA-Mol Basis Dis, 2005; 1741(3): 246-252.

[12] Yeh JY, Hsieh LH, Wu KT, Tsai CF, Antioxidant properties and antioxidant compounds of
various extracts from the edible basidiomycete Grifola frondosa (Maitake). Molecules, 2011;
16(4), 3197-3211.

[13] Cakiroglu G. Asetilkolinesteraz Inhibitorleri Olarak Bazi Piridin Turevleri Uzerinde Sentez ve
Biyoaktivite Caligsmalart. MSc, Ege University, Izmir, 2009.

100



[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

Eréz Poyraz vd. / Eskigehir Teknik Univ. Bil. Tek. Der. C- Yasam Bil. ve Biyotek. 10 (2) 2021

Orhan I, Kartal M, Naz Q, Ejaz A, Yilmaz G, Kan Y, Konuklugil B, Sener B, Choudhary MI.
Antioxidant and anticholinesterase evaluation of selected Turkish Salvia species. Food Chem,
2007; 103: 1247-1254.

Al-Snafi AE, Constituents and pharmacology of Narcissus tazetta. IOSR Journal of Pharmacy,
(e)- ISSN: 2250-3013, (p)-ISSN: 2319-4219 Volume 10, 9/1, 2020; 44-53.

Bastida J, Llabrés JM, Viladomat F, Codina C, Rubiralta M, Feliz M, 9-O-Demethylmaritidine:
A New Alkaloid from Narcissus radinganorum?, Planta Med, 1989; 524-526.

Berkov S, Martinez-Francés, V, Bastida, J, Codina C & Rios S. Evolution of alkaloid biosynthesis
in the genus Narcissus. Phytochem, 2014, 99, 95-106.

Breiterova K., Koutova D, Maiikova J, Havelek R, Kune§ J, Majorosova M & Cahlikova L.
Amaryllidaceae Alkaloids of Different Structural Types from Narcissus L. cv. Professor Einstein
and Their Cytotoxic Activity. Plants, 2020; 9(2), 137.

de Andrade JP, Pigni NB, Torras-Claveria L, Berkov S, Codina C, Viladomat F, Bastida J.
Bioactive alkaloid extracts from Narcissus broussonetii: Mass spectral studies. J Pharm Biomed
Anal, 2012; 70, 13-25.

Fu KL, Shen YH, Lu L, Li B, He YR, Li B & Zhang WD. Two unusual rearranged flavan
derivatives from Narcissus tazetta var. chinensis. Helv Prod Commun, 2013; 96(2), 338-344.

Havlasova J, Safratova M, Siatka T, Stépankova S.,Novék Z, Lo&arek M, Cahlikova L. Chemical
composition of bioactive alkaloid extracts from some Narcissus species and varieties and their
biological activity. Nat Prod Commun, 2014; 9(8), 1934578X1400900823.

Lopez S, Bastida J, Viladomat F, Codina C. Acetylcholinesterase inhibitory activity of some
Amaryllidaceae alkaloids and Narcissus extracts. Life Sci 2002; 71(21), 2521-2529.

Razik A, Adly F, Moussaid M, Berhal C, Moussaid H, Elamrani A, Lotfi M. Antimicrobial,
antioxidant and anti-inflammatory activities of the extract of a Moroccan endemic Narcissus:
Narcissus broussonetii. IJSRST 2016; Vol. 2 (1), p. 6-11.

Benedec D, Oniga I, Hanganu D, Gheldiu AM, Puscas C, Silaghi-Dumitrescu R, Vlase L. Sources
for developing new medicinal products: biochemical investigations on alcoholic extracts obtained
from aerial parts of some Romanian Amaryllidaceae species. BMC Complement Altern Med,
2018; 18(1), 226.

Korcan S.E, Bulduk I, Kahraman T, Kayhan R, Citek¢i K, Kolemek H, Oztiirk M. Narcissus
papyraceus Soganlarinda Toplam Fenolik Bilesikler, Toplam Antioksidan Kapasite, Toplam
Flavonoid Maddelerin ve Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi. Usak Universitesi Fen ve
Doga Bilimleri Dergisi, 2018; 2(1), 10-17.

Cahlikova L, BeneSova N, Macakova K, Kucerac R, Hrstka V, Klimes J, Opletal L. Alkaloids
from some Amaryllidaceae species and their cholinesterase activity. Nat Prod Commun, 2012;
7(5), 1934578X1200700506.

Cahlikova L, Locarek M, BeneSova N, Kucera R, Chlebek J, Novak Z, & Opletal L. Isolation and

cholinesterase inhibitory activity of Narcissus extracts and Amaryllidaceae alkaloid. Nat Prod
Commun, 2013; 8(6), 1934578X1300800625.

101



