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Onsoz

Yiiksek lisans egitimime basladigim andan itibaren deneysel ¢aligmalar yaparak
sonuca ulagabilecegim bir tez yapmak istemekteydim. Danigsman hocam Dog. Dr.
Buket Bozkurt’un proje yiriitiiclisii oldugu “Tiirkiye Florasinda Yetisen Glaucium
Tiirlerinin GC-MS Teknigi Rehberliginde Alkaloit Profillerinin Arastirilmast ve
Biyolojik Aktivite Potansiyellerinin Belirlenmesi” (Proje no: 315S064) adli projede
bursiyer olmam tez konumun belirlenmesinde etkili olmustur.

Calismada Papaveraceae familyasina mensup Glaucium genusundan ¢ farkh
lokasyondan toplanan Glaucium flavum Crantz. bitkisinin igerdigi alkaloitler GC-MS
(Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi) teknigi ile tespit edilerek birbirleriyle
karsilastirilmistir. Bitki ekstrelerinde asetilkolinesteraz ve butirikolinesteraz inhibitor
etki arastirilmistir. Farkli lokasyonlardan toplanan G. flavum bitkileri farmakognozik
acidan degerlendirilmis ve karsilastirilmistir.

Yiiksek lisans egitimimi mezun oldugum fakiiltede tamamlamak, tezim i¢in yaptigim
laboratuar ¢aligmalarin1 kendimi giivende hissettiZim ve her zaman destek
bulacagimi bildigim bir ortamda yapmak, duydugum sayg1 ve sevgiyi sonuna kadar
hak eden o6gretim iiyeleri ile calismak ve rehberliklerini almak benim i¢in ¢ok
onemliydi. Bu temennilerimin ger¢eklesmesi beni ¢ok gururlandirmaktadir. Bilimsel

gerceklige goniil vermis herkesin hedeflerine ulasmasi dilegiyle...

izmir, 21.06.2019 Duygu OYAN



Ozet

Glaucium flavum Crantz. Bitkisinin Farmakognozik Acidan Degerlendirilmesi

Papaveraceae familyasmin Glaucium genusunu dahil Glaucium flavum, genellikle
sar1 ¢icekli olarak 500 m’den az yiikseklikte su kenarlarindaki kumlarda ve erozyona
ugramis kayalik alanlarda yetismektedir. Igerdigi izokinolin alkaloitleri sebebiyle
antitussif, ndroprotektif, antienflamatuar ve antibakteriyel etkileri mevcuttur.

Ug farkli lokasyondan toplanan Glaucium flavum bitkisinin toprak iistii kisimlari
iizerinde Avrupa Farmakopesi’nde yer alan “kurutmada kayp, total kiil, siilfat kiilii
ve hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil” miktar tayinleri yapilmistir. Bitkilerin alkaloit
profili GC-MS yontemi ile tespit edilmistir. Bitki orneklerinin alkaloit ekstreleri
iizerinde asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibitor aktiviteleri ¢aligilmastir.
Bitkilerin alkaloit profiline bakildiginda Sakran, izmir’den toplanan Bulancak,
Giresun kiiltiirii olan bitkide glausin; Mordogan, Izmir’den toplanan bitkide
izokoridin; Karabiga, Canakkale’den toplanan bitkide molekiil agirligi 337 olan bir
alkaloit major olarak bulunmustur. Bitkilerden hazirlanan ekstrelerin hepsinde
asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibitor aktivite potansiyeli tespit edilmistir.
Calisilan bitkiler arasinda en yiiksek aktivite Karabiga, Canakkale’den toplanan bitki
ekstresinde gozlenmistir. Asetilkolinesteraz inhibitér aktivite i¢in en yiiksek ICsg
degeri 8,98 pg/mL iken, butirilkolinesteraz i¢in en yiiksek ICso degeri 17,46
pg/mlL dir.

Ayni bitkinin farkli lokasyonlardan toplanan 6rneklerinde alkaloit profili ve biyolojik

aktivite a¢isindan farkhiliklar tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler; Glaucium flavum; Papaveraceae; alkaloit; GC-MS;

asetilkolinesteraz inhibitor



Abstract

Pharmacognostic Evaluation of Glaucium flavum Crantz.

Glaucium flavum, species of Glaucium belonging to Papaveraceae family, grows
mostly with yellow flowers in sand in waterside and rocky areas which suffered from
erosion below 500 meters height. Due to the isoquinoline alkaloid it content, it has
antitussive, neuroprotective, anti-inflammatory and antibacterial effects.

Herba of Glaucium flavum collected from three distinct locations were studied with
“Loss on drying, total ash, sulfate ash and ash insoluble in HCI” in accordance with
European Pharmacopoeia. Alkaloid profile of the plant is detected by GC-MS “(Gas
Chromatography-Mass  Spectrometry)”  method. Inhibitory activities of
acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase were examined on alkaloid extracts of
the plant samples.

Glaucine was found to be major compound in the plant that was collected from
Sakran, Izmir which is a Bulancak, Giresun culture form; isocorydine was major
compound in the plant that was collected from Mordogan, Izmir; an alkaloid with a
moleculer weight of 337 was found to be major compound in the plant that was
collected from Karabiga, Canakkale. Acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase
inhibitory activity potentials were detected in all extracts obtained from the plants.
The highest activity between the examined plants is found in the plant extract that
was collected from Karabiga, Canakkale. For the acetylcholinesterase inhibitory
activity, the highest 1Cso value is 8,98 ug/mL whereas the highest ICs, value is 17,46
ng/mL for the butyrylcholinesterase inhibitory activity.

Difference of alkaloid profile and biological activity were detected between the

samples of the plant that are collected from different locations.

Keywords; Glaucium flavum; Papaveraceae; alkaloid; GC-MS; acetylcholinesterase

inhibitory
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Giris
Papaveraceae familyasi karsilikli ¢igeklere sahip ¢ok yillik otsu bitkilerdir (Brickell,
1984). Diinya tizerinde 42 cins ve 775 tiir ile Akdeniz Bolgesi, Avrupa, Giineybat1 ve
Orta Asya, Kuzey Amerika’da yayilis gostermektedir (Kubitzki, Rohwer ve Bittrich,
1993; Xu ve Deng, 2017). Ulkemizde 5 cins ve 50 tiirii bulunmaktadir. Glaucium
genusu, Papaveraceae familyasinin {ilkemizdeki cinslerinden biridir ve 7 tiir ile
temsil edilmektedir.(Brummitt, 1992; Mowat, 1964). Daha ¢ok “boynuzlu gelincik”
olarak bilinen Glaucium genusu bir veya ¢ok yillik, ¢igekli otsu bitkilerdir. Halk
arasinda Boynuzlu hashas, canakkiran. ¢Omlekgatlatan, esek lalesi, giilfatma,
giilhatun gibi isimlerle bilinmektedir (Baytop, 1997). Ulkemizde bulunan tiirleri; G.
corniculatum, G. grandiflorum, G. haussknechtii, G. flavum, G. leiocarpum, G.
acutidentatum ve G. cappadocicum’dur (Brickell, 1984). Glaucium flavum; Bati
Avrupa, Kuzey Amerika ve Asya’da yetisir (Meyer, Meyer, Wissenbach ve
Maurer,2013).
Glaucium flavum, genellikle sar1 gigekli ara sira kirmizi veya kirmizi-lila gigekli
olarak 500 m’den az yiikseklikte su kenarlarindaki kumlarda ve erozyona ugramis
kayalik alanlarda yetismektedir (Brickell, 1984; Doncheva, Doycheva ve Philipov,
2016).
Glacium flavum Crantz. iilkemizde deniz gelincigi, sar1 boynuzlu gelincik,
Giindiirmelalesi, kumgelincik isimleriyle bilinir (Erdem, Velioglu, Yikilmaz ve
Kuloglu-Akpinar, 2011; Pirhan ve Gemici, 2015 ;Sirma ve Kadioglu, 2010; Yilmaz
ve Korkmaz, 2017). Sinonimleri Chelidonium glaucium L. ve Glaucium luteum
Scop.’tur (Brickell, 1984).
Glaucium flavum igerdigi izokinolin alkaloitler sebebiyle belirgin farmakolojik
etkilere sahip bitkilerdendir. Izokinolin grubu alkaloitler; aporfin, benzilizokinolin,
benzofenantiridin, protoberberin ve morfinan gruplara ait alkaloitler ile bu bitkide
temsil edilmekle birlikte aporfin grubu alkaloitler ¢esit olarak en fazla bulunan
alkaloitlerdir (Israilov, Karimova ve Yunusov, 1979). Bu alkaloitlerin basimda
aporfin grubu alkaloitlerden olan glausin gelir. Dehidroglausin, N-Me-sekoglausin,
norglausin, allokriptopin, salutaridin, izokoridin, Kkatalin, protopin, izoboldin,
korunin, kelidonin, sanguinarin, koridin, talikmidin (taliporfin), pontevedrin,
kelirubin, magnoflorin, oksoglausin, N,N-dimetilhernovin, brakteolin ve bokkonolin

bitkinin diger alkaloitleridir (Tablo-1) (Arafa, Mohamed ve Eldahmy, 2016;
1
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Daskalova, Iskrenova,Kiryakov ve Evstatieva, 1988; Doncheva vd.,2016; Grundon,
2007; lvanovska ve Philipov, 1996; Lovkova, Buzuk ve Sokolova, 2008; Nikolova,
Berkov, Doycheva, Stoyanov ve Stanilova, 2018; Och vd., 2017)). Norglausin,
talikmidin, izoboldin, allokriptopin, salutaridin’in farkli lokasyonlardan toplanan
bitkilerde bulunma durumu degiskenlik gostermektedir. Alkaloit miktarlar1 farkli
lokasyondan toplanan bitkilerde farklilik gosterir. (Doncheva vd.,2016;
Kintsurashvili ve Vachnadze, 2000). Bitkinin yapraklar1 nikel ve kalay elementi
icerir. Bu elementlerin konsantrasyonlarindaki farkliligin alkaloit, igerigini

degistirdigi saptanmistir (Lovkova vd., 2008).

Tablo-1. Glaucium Flavum bitkisinin literatiire gore icerdigi alkaloitleri ve kimyasal

formiilleri
No Bilesik Ismi Kimyasal Formiil
) X
1. Izokinolin iskelet
_~N

9@
2. Aporfin iskelet ‘

3. Glausin




izokoridin

Dehidroglausin

N-Me-sekoglausin

Norglausin




8. Allokriptopin
9. Salutaridin
10. Katalin
11. Protopin




izoboldin

12.
13. Korunin
14. Kelidonin
O\
H
P\
0
H3C\N 2
15. Sanguinarin |




Koridin

16.
17. Talikmidin
CHy
CH; o
o)
Pontevedrin 0 0
18. Hsc/ =
N
(|) N o)
CHs CH,

19.

Kelirubin




20. Magnoflorin o
HaC™ =
N+
HsC~ “CHy
1. Oksoglausin
HC
HO
MeO
22. N,N-dimetilhernovin
MeO
HO

23.

Brakteolin




24. Bokkonolin

G. flavum’un etanollii ekstresi ile yapilan ¢aligmada antienflamatuar, antifungal ve
antibakteriyel oldugu gosterilmistir (Arafa vd., 2016). I¢inde bulunan alkaloitlerden
dolay1 antitussif, bronkodilator, hipoglisemik ve hipotansif etki gosterir (Cabo, Cabo,
Jimenez ve Zarzuelo,1988; Cortijo vd., 1999; Orallo, Alzueta, Compos- Toimil ve
Calleja, 1995). Bitki ekstresi antitiimoral etki gosterir; 6zellikle meme kanseri
tizerindeki etkisi ¢alisilmistir (Bournine vd., 2013).

Glausin, antitussif etki gosterir. Uzun zamandir Dogu Avrupa’da Oksiiriik kesici
olarak kullanilan glausinin antitussif etkisi kanitlanmis ve kodein ile
karsilastirildiginda solunumu deprese etmemesi, bagirsak hareketlerine olumsuz
etkisi olmamas1 ve aliskanlik olusturmamasi gibi avantajlarmin oldugu goriilmiistiir
(Arafa vd., 2016; Kartaloglu, Okutan ve ilvan, 2001; Ruhle, Criscuolo, Dieterich,
Kohler ve Riedel, 1984). Glausinin bronkomotor tonus iizerinde etkisi yoktur
(Constant, Slavin, Lehane, Jordan ve Jones, 1983). Glausin [(S)-(+)-1,2,9,10-
tetrametoksiaporfin)],  selektif ~ olmayan  a-adrenoreseptér  antagonistidir.
Fosfodiesteraz (PDE) 4 inhibitorii ve kalsiyum kanal blokorii oldugundan astim ve
KOAH  (Kronik obstriiktif akciger hastaligl) tedavisinde kullanilabilir.
Noradrenalinin baglattigi kasilmayi inhibe edebilmektedir. (Cortijo vd., 1999; Ivorra
vd., 1992; Orallo, Alzueta, Loza vd., 1993). Glausin, antioksidan etki gosterir
(Spasova, Philipov, Nikolaeva-Glomb, Galabov ve Milkova, 2008). Ayrica; glausin
diistik mide toksisitesi ile antipiretik, analjezik ve antienflamatuar etki gosterir
(Pinto, Borrelli Bombardelli Cristoni ve Capasso, 1998). (+)-Glausin hidrokloriir ile
yapilan c¢alismada glausinin kalp atis hizin1 azalttig1 ve kan basmcmi diisiirdiigii
gosterilmigtir (Orallo vd., 1995).

Aporfin iskelet tasiyan molekiillerde antikonviilsan etki gozlenmistir (Neumeyer,

Law, Meldrum, Anlezark ve Watling, 1981). Glausinin D; reseptorleri iizerinden

8
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dopaminerjik etkileri oldugu goriilmiistiir. Glausinin halojenlenerek kullanildigi bir
deneyde D; benzeri dopaminerjik reseptorlere, D, benzeri reseptorlerden daha giiglii
baglandig1 ispatlanmistir. Glausin, psikoaktif ilag olarak kullanilabilir fakat
halusinasyon ve sedasyon gibi yan etkilerinden dolay1 keyif verici amag¢lh kullanimi1
vardir. (Asencio vd., 2005; Chang, Hagel ve Facchini, 2015; Dargan vd., 2008).
Glacium flavum bitkisinin toprak dstii kisimlarinin etanollii  ekstresinden
kromatografi ile elde edilen izokinolin alkaloitleri ile yapilan c¢alismada
oksoglausinin kompleman aktiviteyi acik bir sekilde baskiladigi, antikor sentezini
inhibe ettigi saptanmustir. Glausin, 3-hidroksiglausin ve dehidroglausinin oksoglausin
kadar olmasa da antikor sentezini inhibe ettigi, izoboldin ve brakteolinin fagasitozu
engelledigi goriilmistiir (Ivanovska ve Philipov,1996).

Anemone coronaria bitkisinin etonollii ekstresinden izole edilen %63,4 glausin
iceren fraksiyon hiperglisemiyi azaltirken antinosiseptif etki gostermistir. Diyabetik
noropatinin sebep oldugu agrida glausinin kullanilabilecegi kanitlanmistir (Raafat

ve El-Lakany, 2018).

“Alzheimer hastaligi (AH)” norodejeneratif bir hastaliktir. Onemli bir ndrotransmiter
olan asetilkolinin sinaptik kavsaklarda diizeyinin azalmasi AH’de goriilen olumsuz
durumlardan bir tanesidir. Asetilkolinesteraz (AChE), asetilkolin seviyesini diizenler
(Bartus, Dean, Beer ve Lippa, 1982; Greig, Lahiri ve Sambamurti, 2002). AChE
inhibitorleri, sinaptik kavsaklardaki asetilkolin diizeyinin artmasini saglar (Doody,
2003, Bajic, v.d.). Butirilkolinesteraz (BuChE) da asetilkolin seviyesinini etkilese de
AChE kadar etkili degildir (greig, lahiri,sambamurti, 2002; bartus, dean, beer,
lippa,1982). BUChE inhibitorleri, limbik sistemde asetilkolin diizeyi {izerinde rol
sahibidir ~ (Bajic vd., 2016; Doody, 2003). AChE inhibitorleri ve BuChE
inhibitorleri, AH tedavisinde kullanilir (Greig vd., 2002; Bartus vd.,1982). Glausin
ve oksoglausin AChE’yi inhibe edebiliyorken BuChE’yi inhibe edememektedir;
fakat AChE iizerindeki inhibisyonu da giiclii degildir ( Hung, T. M. vd., 2011).
Denizli’den toplanan Glaucium corniculatum ekstresi ile yapilan bir ¢aligmada
ekstrenin AChE’yi inhibe ederken BuChE’yi inhibe etmedigi kaydedilmistir (Orhan,
Sener, Choudhary ve Khalid, 2004).

Sivas’tan toplanan major alkaloidi glausin olan Glaucium acutidentatum bitkisinin
metanollii ve sulu ekstrelerinde yapilan c¢alismada ekstrenin ndroprotektif,

antienflamutar ve antimutajenik oldugu belirlenmistir. AH’de 6nemli rol aldig:



bilinen oksidatif stresi, noroprotektif Ozelliginden dolayr azaltan ekstre
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanilabilir (Chen, Guo ve Kong, 2012,
Hamamcioglu, Koganci ve Aslim, 2018).

Erzincan’dan toplanan Glaucium grandiflorum var. grandiflorum bitkisinin toprak
iistli kisimlarinin metanollii ekstresi ile yapilan ¢alismada bitkinin DNA hasarini
onleyen iyi bir antioksidan oldugu; icerdigi alkaloitlerden dolay1 ndroprotektif etki
gosterdigi ve AChE’yi inhibe ettigi kanitlanmigtir. Ayrica prostaglandin iiretimini
inhibe eden indometazin ile karsilastirildiginda diisiik de olsa COX-2 inhibisyonu
yaptig1 saptanmustir (Ozsoy, Y1lmaz-Ozden, Aksoy-Sagirli, Sahin ve Sar1, 2018).
Glacium genusundan Glaucium leiocarpum Boiss, Glaucium cornulatum Curt. ve
Glaucium flavum bitkilerinin halk arasinda kullanimi mevcuttur. Glaucium
leiocarpum Boiss. bitkisinin yapraklarindan yapilan ¢ay Tiirkiye’de oksiiriik kesici
ve uyku verici olarak; Glaucium flavum bitkisinin kokleri Cezayir’de sigillerin ve
enflamatuar hastaliklarin tedavisinde, tohumlar1 Iran’da toz edilerek laksatif olarak,
Glaucium cornulatum Curt. bitkisinin toprak ustii kisimlarmin dekoksiyonu
Urdiin’de artritte kullanilmaktadir (al-Qura’n, 2019; Bournine vd., 2013; Deniz,
Serteser ve Kargioglu, 2010; Safa vd., 2013 ).

G. flavum “IUCN (Diinya Doga ve Dogal Kaynaklart Koruma Birligi)” tehdit

altindaki tiirlerin kirmizi listesinde en az endise veren tiirler arasinda bulunmaktadir.

1.1. Arastirmanin Problemi

Kuzey yarimmkiirenin 1liman ve subtropikal boélgelerinde yayilan Papaveraceae
familyasinin iiyesi olan Glaucium cinsi, iilkemizde 7 tiir ile temsil edilmektedir
(Brummitt, 1992; Mowat, 1960).

Glaucium flavum bitkisinden elde edilen glausin, antitussif olarak kullanilan bir
izokinolin alkaloitidir. Kodein ile kiyaslandiginda yoksunluk olusturmadigindan
avantajlidir (Constant vd., 1983). Glausinin ayrica bronkodilatér ve antienflamatuar
etkileri vardir (Cortijo vd., 1999). Glaucium flavum, glausin yaninda koridin ve
protopin gibi dnemli biyolojik aktivitelere sahip alkaloitler de barmdirir.

Ulkemizde 1982 yilindan sonra Glaucium genusu arastirilmaya baslanmustir (Gozler,
1982). Bugiine kadar Glaucium grandiflorum var. torquatum, Glaucium
corniculatum, Glaucium acutidentatum ve Glaucium grandiflorum var. grandiflorum

tiirleri ilizerinde yapilan caligmalar mevcuttur (Gozler, 1982; Hamamcioglu vd.,
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2018; Orhan vd., 2004; Ozsoy vd., 2018; Sari, 1999; Sartyer ve Unsal, 1998).
Ulkemizin biyolojik bir degeri olan Glaucium cinsiyle yapilan fitokimyasal
caligmalar sinirh sayidadir. Daha 6nce lilkemizde yetisen G. flavum 6rnekleriyle GC-
MS ile yapilmis alkaloit teshis veya tarama calismasi yoktur. GC-MS yontemi az
miktarda materyalle uygulananbilen, hizli ve giivenilir bir yontemdir.

Diinya’da Glaucium cinsi ile ilgili yapilan c¢aligmalardan, Doncheva ve
arkadaslarinin yaptig1 calisma gostermistir ki; ayni tiirtin farkli lokasyonlardan
toplanan ornekleri kemotaksanomik agidan farklilik gosterebilmektedir (Doncheva
vd., 2014). Tez ¢alismamizda kullanilan ii¢ farkli lokasyondan toplanmis G. flavum
tirlerinin barindirdig1 alkaloitler tespit edildiginde; veriler, gelecekte yapilmasi
miimkiin bir yap1 izolasyon aydinlatma ¢alismasina yol gosterecektir.

Ug farkli lokasyondan toplanan G. flavum 6rneklerinin potansiyel antikolinesteraz
aktivitesi AH gibi nérodejenaratif hastaliklarda, biyoaktivite yonlendirmeli daha ileri
fitokimyasal ¢alismalar i¢in yon verici olabilir.

Bu calisma da elde edilecek sonuglar literatiire katki saglamak ile birlikte yol

gosterici olma 6zelligi tagiyacaktir.

1.2. Arastirmanin Sorusu

Glaucium genusu iilkemizde Ozellikle kiy1 kesimlerinde genis yayilim
gostermektedir. Farkli lokalitelerden toplanan bitki 6rnekler kimyasal igerik, kalite
kotrol ve biyolojik aktivite agisindan degerlendirildiginde ne gibi farkliliklar ortaya
¢ikacagi bu arastirmanin ana sorusunu olusturmaktadir. Elde edilen veriler Glaucium

flavum tiirtiniin kemotaksonomik agidan 6nemini ortaya koyacaktir.

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Farkli lokasyonlardan topladigimiz Glaucium flavum tiirlerinin kalite kontrol
“(kurutmada kaywp miktar tayini, total kiil miiktar tayini, silfat kiilti miktar tayini,
hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil miktar tayini)”, GC-MS yontemiyle alkaloit
profilinin tayini, hazirlanan alkaloit ekstreleri {izerinde AChE ve BUChE inhibitor

aktivite sonu¢larmin birbirinden az ya da ¢ok farklilik gosterecegi 6n goriilmektedir.

Bitkilerin yetigmis oldugu cografi bolgenin oOzellikleri, denizden yiiksekligi,

bulundugu bdlgenin nemi, topragin yapisi, sanayi bolgelerine ve otoyollara yakinlig:
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gibi dis etkenler bitkinin kalite kontrol parametrelerini olduk¢a degistirmektedir.
Tezimizde se¢mis oldugumuz ii¢ farkli lokasyondan toplanan orneklerin de farkli

kalite kontrol sonuglarina sahip olacagi beklenmektedir.

Ayn tiiriin farkli lokasyonlardan toplanan ornekleri, ¢esitli kromatografik yontemler
kullanilarak karsilastirildiginda sonuglar: oldukea ¢esitlilik gosterdigi ile alakali bir
cok calisma literatiirde mevcuttur. Bu tezde kullanilan ti¢ farkli yerden toplanan bitki
orneklerin de GC-MS yontemiyle kimyasal icerikleri incelendiginde farkli sonuglar

gosterecegi beklenmektedir.

Bitkilerin biyolojik aktivite potansiyelleri igermis olduklar1 kimyasal bilesenlerle bire
bir iligkilidir. AChE ve BUChE inhibitor aktivite gosteren sekonder metobolitlerin
basinda alkaloitler gelmektedir. Izokinolin alkaloitleri agisindan zengin oldugunu
bildigimiz Glaucium tiirleri iizerinde yapilan ¢esitli aktivite c¢alismalarinda
antikolinesteraz aktivite gosterdikleri kanmitlanmistir. Bu calismada farkli kalite
kontrol 6zelliklerine ve farkli kimyasal profile sahip olacagini 6n gordiigliimiiz {i¢
farkli Glaucium flavum 6rneginin biyolojik aktivite sonuglar1 agisindan da farklilik

sergileyecegi on goriilmektedir.

Bu farkliliklarin ortaya konmasi ve sonuglarm birbirleriyle karsilastirilmasi
hedeflenmektedir. Bu sonuglar kalite kontrol, kimyasal icerik ve biyolojik aktivite
olarak en uygun ve en zengin igerige sahip olan 6rnegin tespit edilmesine imkan
saglayacak ve bitki lizerinde yapilacak olan daha ileri izolasyon ve yap1 aydinlatma

calismalarina 151k tutacaktir.

1.4. Arastirmanin Varsayimlar

Farkli lokasyonlardan toplanacak olan bitki tiirlerinin kalite kontrol (kurutmada
kayip miktar tayini, total kiil miiktar tayini, siilfat kiilii miktar tayini, hidroklorik
asitte ¢oziinmeyen kiil miktar tayini), GC-MS yontemiyle alkaloit profilinin tayini,
hazirlanan alkaloit ekstreleri i{izerinde AChE ve BuChE inhibitor aktivite
sonuglarinin birbirinden farklilik gésterecegi varsayilmaktadir. “2018 adrese dayali
niifus kayit sistemi verilerine gore” Tiirkiye niifusunun %7’si 65 yas stlidiir
“(Tiirkiye Istatistik Kurumu)”. Norodejenaratif hastaliklarin artan yasla birlikte
goriilme siklig1 artmaktadir. AH’nin tedavisi semptomatik olarak yapilmaktadir.

Kolinesteraz enzim inhibitorleri bu amagla kullanilir. Glaucium cinsinde bulunan
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berberin, sanguinarin, kelidonin ve protopin alkaloitlerinde de AChE inhibitor etki
goriildiigiinden G. flavum bitki ekstrelerinde de antikolinesteraz aktivite potansiyeli
olacag1 varsayilmaktadir (Hostettmann, Borloz, Urbain ve Marston, 2006).

1.5. Arastirmanin Sinmirhliklar

Birbirinden kalite kontrol, kimyasal profil ve Dbiyolojik aktivite olarak farkli
ozellikler gosterecegini tahmin ettigimiz bitkiler birbirine ¢ok yakin olmayan ve
farkli cografik ozelliklere sahip olan {i¢ lokasyon se¢ilebilmistir. Daha genis arazi
calismalar1 sonucu toplanabilecek fazla sayida o6rnekle daha kapsamli calismalar
planlanarak bitkinin kemotaksonomik acidan zenginligi ortaya konabilir. Yapmis
oldugumuz GC-MS yontemi ile alkaloit profil ¢aligmasi ve in vitro biyolojik aktivite
calismalari, daha ileri izolasyon ve miktar tayini ¢aligmalari ile in vivo ve Klinik

denemeler i¢in 6n basamak niteligi olusturmaktadir.

1.6. Arastirmanin Amaci

Glacium flavum bitkisinin ti¢ farkli lokasyondan toplanan tiirleri iizerinde Avrupa
Farmakopesi’nde yer alan standartlar dahilinde kalite kontrol c¢alismalari
gerceklestirmek, GC-MS yontemiyle alkaloit profilini ortaya koymak ve bitki
orneklerinden hazirlanan alkaloit ekstrelerinin biyolojik aktivite potansiyellerini
belirlemek, sonuclar1 karsilastirmali olarak analiz etmek bu arastirmanm amacimni

olusturmaktadir.

13



Genel Bilgiler

2.1. Glaucium Genusu

Sert, lateks tasimayan sapl tek yillik, iki yillik veya ¢ok yillik bitkiler. Yapraklar
pennatifit veya pennatisekt, parcalar genellikle loblu veya disli. Cigekler tek,
gosterigli. Canak yaprak 2, hemen gecici. Tag yapraklar 4, sari, turuncu, kirmizi veya
leylak rengi, genellikle {istii benekli. Stamenler ¢ok sayili. Ovaryum linear, tiiyli,
tiiberkiillii veya piiriizsiiz. Meyve silikvaya benzer, linear, 10-20(-25) ¢cm, tohumlarin
saklt oldugu yumusak bir boliim ile. Tohumlar ¢ok sayida, uzantisiz.

Tiirkiye’de yedi tiirii bulunmaktadir. Bu tiirler; G. corniculatum, G. grandiflorum, G.
haussknechtii, G. flavum, G. leiocarpum, G. acutidentatum ve G. cappadocicum’dur
(Brickell, 1984).

2.2. Glaucium flavum

Iki yillik ya da uzun dmiirlii. Saplar papiller tiiysiiz, 30-50 cm. Radikal yapraklar lir
seklinde-pinnatifid (igne kenarl), siniislii-digli. Sap yapraklar ampleksikol, yuvarlak
veya genis, mukronat pargali. Sepaller kesin tiiylii. Petaller genellikle sari, bazen
kirmizi veya kirmizi-leylak rengi. Yumurtalik yogun olarak papilloz-tuberkulat.
Silikva 15-25 cm, diiz veya kavisli, papilloz-tuberkulat bunlarin boylarmin ¢ogundan
uzun (eski meyvelerde tamamen diizgiin), ne yer yer bogumlu ne de en ucunda
seyrek. Fl. 5-7. Deniz kiyisinda, genellikle s.l. yakiminda, denizden uzak nehir
yataklarinda da tutunur.

Avusturya’dan tarif edildi.

Kiyilarda yaygm. A1(E) Tekirdag: Marmaraereglisi'nden Tekirdag’a, 25 m, D.
39251! A2(E) istanbul: Makrikdy’den S. Stefano’ya, Azn.! A2(A) Kocaeli: Pendik,
Azn.! A3 Zonguldak: Eregli, Kiihne 3324! A4 Kastamonu: Inebolu, D. 38542! A5
Sinop: Sinop, 1 m, D. 38086! A7 Trabzon: Platana, Balls 332! A8 Rize: Findikli, D.
32046! B1 izmir: izmir, Barbey 101. C1 Mugla: Marmaris, Armellibiikii, Khan et al.
134! C3 Antalya, Smith 261! Is.: Lesvos, Cand; Kios, Platt 189; Rodhos, Aucher!
Avrupa’da habitatin uygun oldugu, Kuzeybati Africa, Bati Kafkasya (Brickell,
1984).
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Sekil-1. Glaucium flavum bitkisinin dogadaki goriiniisii

2.3. Kalite Kontrol Cahsmalar

Glaucium cinsine ait farmakope ve monograflarda herhangi bir bilgi
bulunmamaktadir. Kalite kontrol ¢alismalar1 “Tiirk Farmakopesi, Avrupa
Farmakopesi Adaptasyonu’nda” bulunan ydntemler baz almarak yapilmistir. Ug
farkli lokasyondan toplanan Glaucium flavum bitkisinin kurutulup toz haline
getirilmis toprak tstii kisimlarina kalite kontrol ¢aligmalar1 kapsaminda “kurutmada
kaywp, total kiil, siilfat kiilii ve hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil miktar tayini”
yapilmistir. Yapilan literatiir arastrmasinda Glaucium cinsine ait kalite kontrol
caligmasinin olmadig1 goriilmiistiir.
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2.4. Alkaloit Teshis Cahsmalari

Glacium flavum bitkisi yapisinda izokinolin alkaloitleri icerir. Sulu ekstresinde
%3,74 oraninda, yapraklarinda 7,24- 17,68 mg/g alkaloit bulunur (Lazarova ve
dimitrov, 2009; Lovkova vd., 2008). Bitkinin bilesenlerini alkaloitlerin yaninda yagli
ve fenolik kisimlar olusturur (Nikolova vd., 2018). Yapraklarinda bulunan mineral
elementler potasyum ve nikeldir (Lovkova vd., 2008).

Glausin, dehidroglausin, N-Me-sekoglausin, norglausin, allokritopin, salutaridin,
izokoridin, katalin, protopin, izoboldin, korunin, kelidonin, sanguinarin, koridin,
Talikmidin, pontevedrin, kelirubin, magnoflorin, oksoglausin, N,N-dimetilhernovin,
brakteolin ve bokkonolin bitkide tespit edilen alkaloitlerdir (Arafa vd., 2016;
Daskalova vd., 1988; Doncheva vd.,2016; Grundon, 2007; Ivanovska ve Philipov,
1996; Lovkova vd., 2008; Nikolova vd., 2018; Och vd., 2017)). Glausin veya
izokoridin bitkinin toplandig: lokasyona bagl olarak genellikle major alkaloit olrak
bulunmaktadir (Doncheva vd.,2016; Nikolova vd., 2018; Och vd., 2017).

2.5. Biyolojik Aktivite Calismalar:

Yasli niifusun artmas1 demansin en sik goriilen tiirii olan AH’nin de artmasina neden
olmustur. AH, asetilkolin eksikligi veya f-amiloid plak olusumu ile goriilmektedir.
Merkezi sinir sistemindeki metabolik oksidatif reaksiyonlarin yarattig1 oksidatif stres
de hastalik sebeplerinden gosterilmektedir (Pratico, 2008). Asetilkolin sentezi igin
gerekli olan AChE enziminin ayn1 zamanda S-amiloid plak olusumunu da artirdig:
gosterilmistir (Inestrosa vd., 1996). AH’nin semptomatik tedavi sekillerinden bir
tanesi sinaptik kavsaklarda asetilkolin diizeyini dengede tutmaya caligmaktir.(
Selkoe, 2007). BUChE de AChE gibi norotransmiter seviyesini etkiler. Ortamda
selektif asetilkolinesteraz inhibitorii varsa BUChE asetiltiyokolin iizerinden
asetilkolin seviyesini etkilemeye devam eder (Greig vd., 2002). Fizostigmin,
galantamin ve hiiperzin A, alkaloit olan dogal AChE inhibitorleridir. Galataminin
gibi Amaryllidaceae familyasinin bir ¢ok alkaloidinde de AChE inhbitor etki
saptanmigtir. Glacium flavum Crantz. bitkisinin de dahil oldugu Papaveraceae
familyas1 alkaloit bakimmdan zengin oldugundan igerdigi izokinolin alkaloitlere
bakildiginda protoberberin ve benzofenantridin tip alkaloitlerden olan berberin,

sanguinarin, kelidonin ve protopin alkaloitlerinde de AChE inhibitor etki

16



goriilmiistiir (Hostettmann vd., 2006). AChE inhibitorlerinin yaninda S-amiloid plak
olusumuna Onciilik eden f-sekretaz ve a-sekretaz enzimlerinin inhibe edilmesi de
AH’ye kars1 etkili olabilmektedir (Inestrosa vd., 1996). BuChE, anormal amiloid
oncii proteinlerinin tiretimini destekleyerek ndrotik plaklarin olgunlasmasini saglar.
BuChE inhibitorii, bu sebeple nrotoksisiteyi iyilestirerek hastaligin tedavisine fayda
saglar (Greig vd., 2002). AH’nin bir diger etkeni olarak gosterilen oksidatif stres
mitokondriyel bozukluk, kalsiyum dengesinde bozulma, membran hasar1 ve anormal
protein yigilmasina sebep olarak norodejenerasyona, sonrasinda da hiicre 6liimiine
sebep olmaktadir (Pratico, 2008). Major alkaloidi glausin olan Glaucium tiirlerinin
ekstrelerinin oksidatif stresi azalttig1 kaydedilmisir (Chen vd., 2012; Hamamcioglu
vd., 2018; Ozsoy vd., 2018).

Bu calismada farkli lokasyonlardan toplanan Glacium flavum Crantz. bitkisinin
ekstreleri tizerinde biyolojik aktivite GC-MS teknigi kullanilarak alkaloit cesitliligi
saptandiktam sonra; AChE inhibitdr aktivite ve BUChE inhibitor aktivite deneyi
gerceklestirilmistir.  In vitro kolorimetrik esasa dayanan Ellman yOntemi
kullanilmistir (Ellman, Courtney, Andres ve Featherstone, 1961).

Ellman yontemi, substrat olan asetiltiyokolinin AChE enzimi ile tiyokolin ve asetata
parcalanmas1 ve Ellman reaktifi de denilen “5-5'-ditiyobis-(2-nitrobenzoikasit)”
eklenmesi ile sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoikasit olusmasi esasma dayanmaktadir.
Olusan sar1 renk, kolorimetrik olarak ol¢tilmektedir. Renklenme ne kadar diisiikse
inhibasyon o kadar ¢oktur. Ayn1 deney BUChE enzim inhibisyonunu 6lgmek igin de
kullanilir. Substrat olarak butiriltiyokolin enzim olarak da butirilkolinesteraz
eklendiginde ortaya ¢ikan tiyokolin, Ellman reaktifi ile sar1 renk olusturmaktadir ve
BuChE inhibisyon aktivitesi de gézlenmektedir. (Ellman vd., 1961).

Bitki ekstresinde AChE inhibitor aktiviteyi incelemek igin asetiltiyokolin ve
asetilkolinesteraz  kullanilmigtir. BUChE inhibitér aktiviteyi incelemek igin
butiriltiyokolin ve butirilkolinesteraz kullanilmustir. Her iki ¢alismada da standart

olarak galantamin kullanilmistr.
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Gerec ve Yontem

3.1. Gereg

Sakran, Izmir’den toplanan Bulancak, Giresun kiiltiirii olan bitki 24.07.2016
tarihinde cicekli olarak toplanmis ve toprak tistii kisimlar1 kullanilmigtir. Daha 6nce
Bulancak, Giresun ¢evresinde herbaryum kaydi bulunan bitki bolgeye yapmis
oldugumuz arazi ¢alismalar1 sirasinda kentlesme ve dogal floranin bozulmasindan
dolayr bulunamamustrr. Prof. Dr. Mustafa Ali Oniir tarafindan daha 6nceki
zamanlarda Bulancak, Giresun’dan toplanip Sakran, izmir’de kiiltiirii yapilan 6rnek
calisma materyallerimizden biri olarak se¢ilmis ve GLF-1 kodu verilmistir. Bitkiye
ait herbaryum 6rnegi “Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim
Dalr herbaryumunda” 1590 numara altinda saklanmaktadir.

Mordogan, Izmir’den toplanan bitki 30.05.2016 tarihinde ¢igekli olarak toplanmis ve
toprak tistii kisimlar1 kullanilmistir. Deneylerde GLF-2 kodu verilmistir. Bitkiye ait
herbaryum 6rnegi “Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim
Dalr herbaryumunda” 1542 numara altinda saklanmaktadir.

Karabiga, Canakkale’den toplanan bitki 09.10.2016 tarihinde ¢igekli olarak
toplanmis ve toprak tstii kisimlart kullanilmistir. Deneylerde GLF-3 kodu
verilmistir. Bitkiye ait herbaryum o6rnegi “Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,

Farmakognozi Anabilim Dali herbaryumunda™ 1588 numara altinda saklanmaktadir.

3.2. Yontemler
3.2.1 Kalite Kontrol Cahismalari

Ug farkli lokasyondan toplanan Glaucium flavum Crantz. érneklerine “kurutmada
kayp, total kiil, siilfat kiilii ve hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil tayinleri” Avrupa

Farmakopesi'ne gore yapilmistir.

3.2.1.1. Kurutmada Kayip Miktar Tayini

Uc paralel deney yapildi. Sabit agirhia getirdigim cam tartim kaplari igerisine

1,0001 g, 1,0008 g, 1,0001g toz edilmis drog kondu. Cam tartim kaplar1 100-
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105°C’lik etiivde 1 saat tutuldu. 1 saat sonunda etiivden ¢ikarilan kaplar desikator
icerisinde sogutultu ve tartim yapildi. Etiivde 1 saat tutma ve sogutma islemi, “iki

9

tartim arasmda 0,5 mg’dan fazla fark” olmayip sabit vezne gelene kadar devam
ettirildi ve drogun yiizde kurutmada kayip miktarlar1 hesaplandi (Avrupa

Farmakopesi Tiirk Adaptasyonu).

3.2.1.2. Total Kiil Miktar Tayini

Ug paralel deney yapildi. “600 + 25°C’lik yakma firiminda (Heraeus marka)” 1 saat
yakip soguttugum porselen krozeler igerisine 1,0005 g, 1,0006 g, 1,0006 g toz
edilmis drog kondu. Etiivde “100-705°C’de 1 saat” beklettigim krozeler devaminda
“600 = 25°C’lik yakma firininda” 1 saat yakildi. Firindan ¢ikarttifim krézeler
desikatorde sogutuldu ve tartildi. Bu islemlere igerisinde kiil bulunan porselen
krozelerin agirhiginda, “iki tartim arasindaki fark 0,5 mg’dan fazla olmayip sabit
vezne gelene kadar” devam edildi. Drogun igerdegi kiil miktarlar1 yiizde olarak

hesaplandi (Avrupa Farmakopesi Tiirk Adaptasyonu.).

3.2.1.3. Siilfat Kiilii Miktar Tayini

Ug paralel deney yapild1. “600 + 25°C lik yakma firminda (Heraeus marka)” 1 saat
yakip soguttugum porselen krozeler icerisine 1,0003 g, 1,0003 g, 1,0001 g toz
edilmis drog konuldu. Droglarin bulundugu krézelere 2 ml %10’luk siilfiirik asit
¢Ozeltisi damla damla ilave edildi. Ardindan krozeler tablali 1siticida duman ¢ikisi
bitene kadar; devaminda “600 + 25°C’lik yakma firiminda” 1 saat siire ile yakildi.
Firindan ¢ikarilan krozeler desikatorde sogutuldu. Soguduktan sonra iizerlerine 1-2
damla %10’luk siilfiirik asit ¢ozeltisi eklendi; ayni sekilde tablali 1sitic1 ve firinda
yakilip desikatorde sogutuldu. Soguyan krozeler igerisine 1-2 damla “%15,8 lik
amonyum karbonat ¢ozeltisi” eklendi; ayni sekilde tablali 1sitic1 ve firnda yakilip
desikatorde sogutularak tartildi. “Tartimlar arasindaki fark 0,5 mg’dan fazla
olmayana dek” firinda yakma, sogutma ve tartim islemlerine devam edildi. Drogun
yizde olarak siilfat kiili miktarlar1 hesaplandi (Avrupa Farmakopesi Tiirk

Adaptasyonu).
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3.2.1.4. Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini

Ug paralel deney yapildi. “600 + 25°C lik yakma firtminda (Heraeus marka) 1 saat”
yakip soguttugum porselen krozeler igerisine 1,0004 g, 1,0003 g, 1,0003 g toz
edilmis drog konuldu. Etiivde “100-/05°C’de 1 saat” kuruttugum krozeler
devaminda “600 + 25°C’lik yakma firininda 1 saat” yakildi. Firindan ¢ikardigim
krozeler desikatorde sogutuldu ve tartildi. Bu islemlere icerisinde kiil bulunan
porselen krozelerin agirliklarinda, iki tartim arasindaki fark 0,5 mg’dan fazla
olmayip sabit vezne gelene kadar devam edildi. Krézelerde kalan bakiyeler lizerine
15 ml distile su ve 10 ml “%36 lik hidroklorik asit ¢ozeltisi” konuldu. Agizlar1 saat
cami ile kapatilmig krozeler, tablali isitici lizerinde kaynayana kadar isitildi.
Soguyunca “kiil birakmayan siizge¢ kagidi” (Kantitatif tip) kullanilarak siiziildi.
Siiziintiiler notrlesinceye kadar sicak distile su ile yikandi. Uzerindeki bakiyeyle
birlikte siizge¢ kagitlar1 porselen krozelere konuldu ve iki tartim arasindaki fark 0,5
mg’dan fazla olmayip sabit vezne gelinceye kadar “/ saat 600 + 25°C’lik yakma
firininda yakma ve desikatorde sogutma islemi” tekrarlandi. Drogun yiizde olarak
hidroklorik asitte ¢6ziineyen kiil miktarlar1 hesaplandi (Avrupa Farmakopesi Tiirk

Adaptasyonu.).

3.2.2. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (GC-MS) Yontemiyle Alkaloit

Teshis Calismalari

GLF-1, GLF-2 ve GLF-3 kodlu bitkilerden hazirlanan alkaloit ekstreleri 1 mg/ml

konsantrasyona sahip olacak sekilde metanolde ¢oziilerek GC-MS uygulanmaistir.

Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, FABAL’da “(Farmasétik Bilimler Arastirma
Laboratuvari)” yapilan GC-MS 6zellikleri asagidaki gibidir.

Cihaz: Thermo GC-Trace Ultra Ver: 2.0., Thermo MS DSQ Il (Thermo Fisher
Scientific, San Jose, CA, USA)
Mod: Elektron enerjisi 70 eV, elektron impact mod (El, 70 eV).
Kolon: TR-5 MS kolon “(30 m uzunluk x 0.25 mm i¢ ¢apx 0.25 um film kalinligi)”.
Kolon Sicaklik Programi: 80 °C 1 dk,

80 — 250 °C, (10 °C/ dk),

250 °C de 2 dk,
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250 — 300 °C (10 °C/dk)
300 °C de 10 dk.”
Enjektor Sicakhigr: 250 °C
Tas1yic1 Gaz: Helyum.

Tasiyic1 Gaz Akis Hizt: 0.8 ml/dak.
Tiim enjeksiyonlar splitless mod’da yapilmistir.

Elde edilen spektrumlar, “Xcalibur (version 2.07; Thermo Fisher Scientific San Jose,
CA, USA)” yazilimi kullanilarak, elektronik kiitiiphane verilerine “NIST MS Search
2.0 (National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, MD, USA)”
yazilimi1 kullanilarak degerlendirilmistir. Yazilimin yaninda literatiir taramasi,
retansiyon zamani ve “Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim
Dali’nda” saf maddelerden ayni yontem ile elde edilen sprektrumlar karsilastirilarak

alkaloit teshisi tamamlanmuistir.

3.2.2.1. Alkaloit Ekstresinin Hazirlanisi

GLG-1, GLF-2 ve GLF-3 kodlu bitkilerden elde edilen droglar kurutulup toz haline
getirildi ve hepsinden ayr1 ayr1 alkaloit ekstresi hazirland.

Kurutulup toz haline getirilen droglardan GLF-1’den 4,0082 g, GLF-2’den 4,0061 g
ve GLF-3’ten 4,0024 g tartildi. Her birinin tizerine 40 ml metanol ilave edildi ve
ultrasonik banyoda oda sicakliginda 30 dk bekletildi. Bekletildikten sonra siiziildii.
40 ml metanol ilavesi, ultrasonik banyoda 30 dk bekletme ve siizme islemleri iki defa
daha tekrarlandi. Ug islem sonundaki siiziintiiler birlestirilerek al¢ak basing altinda
metanol ugurulup 80 ml “%2’lik siilfirik asit ¢ozeltisi” eklenip asitlendirildi ve
stiziildii. Asitli ¢cozelti 3 defa 80 ml dietil eter ile sivi-sivi ekstrasyonu yapildi ve
eterli kisimlar uzaklastirildi. Uzerine “%25 °lik amonyak ¢ézeltisi” kontrollii sekilde
konularak pH 9-10 arasma gelene kadar baziklestirildi. Bazik ¢ozelti 80 ml
Kloroform ile 3 defa ekstrasyona tabi tutularak kloroformlu kisimlar birlestirildi.
Klorofomlu kisimlar, “susuz sodyum siilfat” ile icermesi muhtemel suyundan
kurtarild1 ve al¢ak basing altinda uguruldu. Alkaloit ekstreleri, her bir toz drogda bu
islemler uygulanarak elde edildi.

Drogdan hareketle elde edilen alkaloit ekstresine, metanol igeresinde uygun

kosullarda GC-MS uygulanda.
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3.2.3. Biyolojik Aktivite Calismalari

AChE inhibitér ve BuChE inhibitor aktivite ¢alismasi yapilmistir.

3.2.3.1. Asetilkolinesteraz inhibitor ve Butirilkolinesteraz Inhibitor Aktivite

Cahismasi

Ug farkl lokasyondan topladigim Glaucium flavum Crantz. bitkisinden hazirlanan
alkaloit ekstreleri metanolde ¢oziilerek farkli konsantrasyonlarda “(1000 ug/mli, 100
ug/ml, 10 ug/ml, 1 ug/ml, 0.1 ug/ml, 0,01 ug/ml)” hazirlanarak AChE inhibe edici
etkileri arastirildi. Alkaloit ekstrelerinin hazirlanisginda yukarida GC-MS ile alkaloit
teshis deneyinde anlattigimiz yontemin aynisi kullanildi. Mikroplakalara konulan
farkli konsantrasyondaki ekstrelere in vitro kolorimetrik Ol¢iim esasina dayanan
Ellman yontemi uygulandi. Absorbanslar 405 nm dalga boyunda mikroplaka
okuyucu “(VersaMax™ Tunable Microplate Reader)” ile 6l¢iildii. Olgiimler 3 paralel
seklinde yapildi. Olgiilen absorbans sonuclar1 dogrultusunda elde edilen ICso (tam
inhibisyonu saglayacak konsantrasyonunun yari degeri) degerleri “Prism programi
(GraphPad Prism Version 5.0 for Windows, GraphPad Software, San Diego, CA,
USA)” ile hesaplandi.

Asetilkolinesteraz inhibitér aktivite deneyi i¢in; 0,04 mM disodyum fosfat
(NazHPOg4, 0,2 Mm “5,5'-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTBN)” ve 0,24 Mm
asetilkolin iyot distile su ile ¢oziindiiriildii. Solusyon PH’si 7.5 olarak ayarlandiktan
sonra 50 ml’ye tamamlandi. Asetilkolin ve Ellman reaktifi olarak bilinen DTNB
iceren subsrat solusyonuna, ayri ayr1 standart ve farkli konsantrasyonlardaki ekstreler
eklenerek olusan sar1 rengin siddeti Olciildii. Standart olarak kullanilan galantamin
“Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali’nda” daha 6nce
Amaryllidaceae familyas: iizerinde yiiriitiilen izolasyon caligmalar1 sirasinda elde
edilmistir.

Butirilkolinesteraz inhibitor aktivite deneyi i¢in; 0,04 mM disodyum fosfat
(NaaHPOg4, 0,2 Mm DTNB ve 0,24 Mm S-butiriltiyokolin iyot distile su ile

¢oziindiiriildii. Solusyon pH’si 7.5 olarak ayarlandiktan sonra 50 ml’ye tamamlanda.
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Butiriltiyokolin ve “Ellman reaktifi olarak bilinen DTNB” igeren subsrat
solusyonuna, ayri ayri standart ve farkli konsantrasyonlardaki ekstreler eklenerek

olusan sar1 rengin siddeti 6l¢iildii. Standart olarak galantamin kullanildi.
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4.1. Kalite Kontrol Calismalan

Bulgular

Ug farkli lokasyondan toplanan Glaucium flavum Crantz. érneklerine kurutmada

kayip, total kiil, siilfat kiilii ve hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kil tayinleri

yapilmustir.

4.1.1. Kurutmada Kayip Miktar Tayini

GLF-1, GLF-2 ve GLF-3 kodlu 6rneklere 3 paralel halinde kurutmada kayip miktar

tayini deneyi yapilmistir. Elde edilen bulgular asagidaki Tablo-2’de sunulmustur.

Tablo-2. G. flavum bitkisinin farkli lokasyonlardan toplanan GLF-1, GLF-2 ve

GLF-3 kodlu 6rneklerine iliskin kurutmada kayip miktar tayini sonuglari

Ortalama
% Kurutmada
Drog Drog Miktar1 Kurutmada Kayip
Kayip Miktar1
Miktar1
1,0006 7,9724
GLF-1 1,0000 7,9934 7,9835
0,9999 7,9847
1,0000 8,1245
GLF-2 1,0002 7,9934 8,0342
1,0007 7,9847
1,0001 g 8,2642
GLF-3 8,2473
1,0008 g 8,2534
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1,0001 g 8,2242

Ug farkli lokasyondan toplanan GLF-1, GLF-2 ve GLF-3 kodlu érneklere iliskin
kurutmada kayip miktar tayini sonuglar1 i¢in her 6rnege 3 paralel seklinde tayin
yontemi uygulandi. GLF-1 kodlu 6rnegin kurutmada kayip miktar1 %7,9724,
%7,9934 ve %7,9847 olarak tespit edildi. GLF-1 kodlu 6rnek i¢in kurutmada kayip
miktart ortalama %7,9835’tir. GLF-2 kodlu 6rnegin kurutmada kayip miktari
%8,1245, %8,1401 ve %8,1377 olarak tespit edildi. GLF-2 kodlu 6rnek igin
kurutmada kayip miktar1 ortalama %38,0342°dir. GLF-3 kodlu 6rnegin kurutmada
kayip miktar1 %8,2642, %8,2534 ve %8,2242 olarak tespit edildi. GLF-3 kodlu

ornek i¢in kurutmada kayip miktar1 ortalama %8,2473 tiir.

4.1.2. Total Kiil Miktar Tayini

GLF-1, GLF-2 ve GLF-3 kodlu 6rneklere 3 paralel halinde total kiil miktar tayini
deneyi yapilmistir. Elde edilen bulgular asagidaki Tablo-3’de sunulmustur.

Tablo-3. G. flavum bitkisinin farkli lokasyonlardan toplanan GLF-1, GLF-2 ve

GLF-3 kodlu 6rneklerine iligkin total kiil miktar tayini sonuglar1

% Total Kul Ortalama Total
Drog Drog Miktar1
Miktar1 Kil Miktari
1,0000 12,0129
GLF-1 1,0003 12,0247 12,0187
1,0002 12,0186
GLF-2 1,0005 12,8789 12,8965
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1,0003 12,9102
1,0002 12,9003
1,0006 g 14,2115
GLF-3 1,0006 g 14,0116 14,0787
1,0005 g 14,0129

Ug farkli lokasyondan toplanan GLF-1, GLF-2 ve GLF-3 kodlu 6rneklere iliskin
total kiil miktar tayini sonuclar1 i¢in her 6rnege 3 paralel seklinde tayin yontemi
uygulandi. GLF-1 kodlu 6rnegin total kiil miktar1 %12,0129, %12,0247 ve %12,0186
olarak tespit edildi. GLF-1 kodlu 6rnek igin total kiil miktari ortalama %12,0187"dir.
GLF-2 kodlu 6rnegin total kiil miktar1 %12,8789, %12,9102 ve %12,9003 olarak
tespit edildi. GLF-2 kodlu 6rnek i¢in total kiil miktar1 ortalama %12,8964°tiir. GLF-3
kodlu 6rnegin total kiil miktar1 %14,2115, %14,0116 ve %14,0129 olarak tespit
edildi. GLF-3 kodlu 6rnek i¢in total kiil miktar1 ortalama %214,0787 dir.

4.1.3. Siilfat Kiilii Miktar Tayini

GLF-1, GLF-2 ve GLF-3 kodlu 6rneklere 3 paralel halinde siilfat kiilii miktar tayini
deneyi yapilmistir. Elde edilen bulgular asagidaki Tablo-4’de sunulmustur.

Tablo-4. G. flavum bitkisinin farkli lokasyonlardan toplanan GLF-1, GLF-2 ve

GLF-3 kodlu 6rneklerine iliskin siilfat kiilii miktar tayini sonuglari

Drog

Drog Miktar1

9% Sulfat Kuali
Miktar1

Ortalama Siilfat
Kiili Miktari

GLF-1

1,0003

14,9636

14,9004
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1,0007 14,8547
1,0004 14,8830
1,0003 15,9523

GLF-2 1,0001 15,7845 15,8497
1,0000 15,8123
1,0003 g 17,1149

GLF-3 1,0003 g 16,3951 16,8411
1,0001 g 17,0133

Ug farkli lokasyondan toplanan GLF-1, GLF-2 ve GLF-3 kodlu drneklere iliskin
stilfat kiilii miktar tayini sonuglar1 i¢in her 6rnege 3 paralel seklinde tayin yontemi
uygulandi. GLF-1 kodlu 6rnegin siilfat kiili miktar1 %14,9636, %14,8547 ve
%14,8830 olarak tespit edildi. GLF-1 kodlu 6rnek igin siilfat kiilii miktar1 ortalama
%14,9004’tiir. GLF-2 kodlu 6rnegin siilfat kiilii miktar1 %15,9523, %15,7845 ve
%15,8123 olarak tespit edildi. GLF-2 kodlu 6rnek igin siilfat kiilii miktar1 ortalama
%15,8497°dir. GLF-3 kodlu o6rnegin siilfat kiilii miktar1 %17,1129, %16,3951 ve
%17,0133 olarak tespit edildi. GLF-3 kodlu 6rnek igin siilfat kiilii miktar1 ortalama
%16,8411 dir.

4.1.4. Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini

GLF-1, GLF-2 ve GLF-3 kodlu orneklere 3 paralel halinde hidroklorik asitte
coziinmeyen kiil miktar tayini deneyi yapilmistir. Elde edilen bulgular asagidaki

Tablo-5’de sunulmustur.
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Tablo-5. G. flavum bitkisinin farkli lokasyonlardan toplanan GLF-1, GLF-2 ve
GLF-3 kodlu 6rneklerine iligkin hidroklorik asitte ¢6ziinmeyen kiil miktar

tayini sonuglar1

% Hidroklorik Ortalama
Asitte Hidroklorik Asitte
Drog Drog Miktar1
Coziinmeyen Kiill | Cozlinmeyen Kiil
Miktar1 Miktar1
1,0000 0,1239
GLF-1 1,0003 0,1221 0,1223
1,0002 0,1209
1,0005 0,1654
GLF-2 1,0003 0,1458 0,1556
1,0002 0,1556
1,0004 g 0,2299
GLF-3 1,0003 g 0,1499 0,1999
1,0003 g 0,2199

Ug farkli lokasyondan toplanan GLF-1, GLF-2 ve GLF-3 kodlu 6rneklere iliskin
hidroklorik asitte ¢dziinmeyen kiil miktar tayini sonuglar1 i¢in her dérnege 3 paralel
seklinde tayin yontemi uygulandi. GLF-1 kodlu o6rnegin hidroklorik asitte
¢ozlinmeyen kiil miktar1 %0,1221, %0,1209 ve %0,1239 olarak tespit edildi. GLF-1
kodlu 6rnek igin hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil miktar1 ortalama %0,1223’tiir.
GLF-2 kodlu 6rnegin hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil miktar1 %0,1654, %0,1458
ve 9%0,1556 olarak tespit edildi. GLF-2 kodlu ornek i¢in hidroklorik asitte
¢oziinmeyen kiil miktar1 ortalama %0,1556°dir. GLF-3 kodlu 6rnegin hidroklorik
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asitte ¢oziinmeyen kiil miktar1 %0,2299, %0,1499 ve %0,2199 olarak tespit edildi.
GLF-3 kodlu ornek igin hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil miktar1 ortalama
%0,1999°dur.

4.2. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (GC-MS) Yontemiyle Alkaloit

Teshis Calismalar:

GLF-1, GLF-2 ve GLF-3 bitkilerinin kurutulup toz haline getirilip hazirlanmis
alkaloit ekstresinden GC-MS yontemiyle analizi ile elde edilen sonuglar asagidaki
tablolarda (Tablo-6, Tablo-8, Tablo-10) sunulmustur.

GLF-1 kodlu bitkiden hazirlanan ekstreye GC-MS teknigi uygulanmis ve bitkinin
alkaloit profili ¢ikarilmistir. %82,37 glausin, %8,17 dehidroglausin, %2,27 protopin,
%1,84 norglausin, %1,45 izoboldin, %0,42 izokoridin, %0,39 M369, %0,37 M325,
%0,19 M329, %0,11 retikulin ve %0,07 salutaridin Bulancak, Giresun’dan toplanip
Sakran, izmir’de kiiltiirii yapilan GLF-1 kodlu bitkide saptanmustir (Tablo-5).

Sekil-2. GLF-1 kodlu oOrnekten hazirlanan alkaloit ekstresine ait GC-MS

Kromatogrami

--------
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Tablo-6. GLF-1 kodlu 6rnekte bulunan alkaloit ylizdesi

No Bilesik Ismi RT MA | %
1. Retikulin 22,77 | 329 0.11
2. M329 22,85 329 |0.19
3. Salutaridin 23,40 | 327 0.07
4, [zokoridin 24,57 | 341 0.42
5. M325 2493 | 325 | 0.37
6. Glausin 25,24 | 355 82.37
7. Protopin 25,94 | 353 2.27
8. [zoboldin 26,51 | 327 1.45
9. M369 26,69 | 369 0.39
10. Norglausin 26,82 | 341 1.84
11. Dehidroglausin 29,24 | 353 8.17

*RT: Retansiyon zamani, MA: Molekiil Agirligi
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Tablo-7. GLF-1 kodlu 6rnekte bulunan alkaloitlerin kimyasal formiili

No Bilesik Ismi Kimyasal Formiil
1. Retikulin
3. Salutaridin
4, [zokoridin
6. Glausin

31




7. Protopin
8. [zoboldin
10. Norglausin
CH,4
CHy /
| o}
¢}
11. Dehidroglausin ‘

I
0
\
O
-z

|

GLF-2 kodlu bitkiden hazirlanan ekstreye GC-MS teknigi uygulanmig ve bitkinin

alkaloit profili ¢ikarilmistir. Alkaloitlerin birbirlerine gore bulunuslar: yiizde olarak
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hesaplanmistir. %93,39 izokoridin, %3,74 protopin, %1,03 M341, %1,00 N-
metillaurotetanin, %0,80 M355 ve %0,05 retikulin, Mordogan, Izmir’den toplanan
GLF-2 kodlu bitkide saptanmistir (Tablo-7).

Sekil-3. GLF-2 kodlu ornekten hazirlanan alkaloit ekstresine ait GC-MS

kromatogrami

e M

Tablo-8. GLF-2 kodlu 6rnekte bulunan alkaloit yiizdesi

No Bilesik Ismi RT MA %
1. Retikulin 22,76 329 0.05
2. [zokoridin 24,67 341 93.38
3. N-Metillaurotetanin 24,92 341 1.00
4. M355 25,74 355 0.80
5. Protopin 25,91 353 3.74
6. M341 28,88 341 1.03

*RT: Retansiyon zamani, MA: Molekiil Agirlig
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Tablo-9. GLF-2 kodlu 6rnekte bulunan alkaloitlerin kimyasal formiili

No Bilesik Ismi Kimyasal Formiil
1. Retikulin
2. [zokoridin
3. N-metillaurotetanin
5. Protopin
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GLF-3 kodlu bitkiden hazirlanan ekstreye GC-MS teknigi uygulanmis ve bitkinin
alkaloit profili ¢ikarilmistir. %35,7 M337, %25,96 reframidin, %8,27 M281, %8,02
M337, %8,00 retikulin, %7,85 M339, %3,12 M281, %1,72 M325 ve %1,36
norreframidin Karabiga, Canakkale’den toplanan GLF-3 kodlu bitkide saptanmistir

(Tablo-9).

Sekil-4. GLF-3 kodlu ornekten hazirlanan alkaloit ekstresine ait GC-MS

kromatogrami

Tablo-10. GLF-3 kodlu 6rnekte bulunan alkaloit yiizdesi

No Bilesik Ismi RT MA %
1. M281 22,27 281 3.12
2. Retikulin 22,70 329 8.00
3. Reframidin 23,89 323 25.96
4. M337 24,18 337 8.02
5. Norreframidin 24,24 309 1.36
6. M325 24,30 325 1.72
7. M281 25,06 281 8.27
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8. M337 27,45 337 35.70

9. M339 28,12 339 7.85

*RT: Retansiyon zamani, MA: Molekiil Agirlig

Tablo-11. GLF-3 kodlu 6rnekte bulunan alkaloitlerin kimyasal formiilii

No Bilesik Ismi Kimyasal Formiil

2. Retikulin
OH
¢ D
3. Reframidin 5 O O 3
o] )

5. Norreframidin <o O O (?

4.3. Biyolojik Aktivite Calismalar

GLF-1, GLF-2 ve GLF-3 bitkilerinin biyolojik aktivite deneyleri sonucu elde edilen

sonuglar agsagidaki Tablo-12’de sunulmustur.
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Tablo-12. GLF-1, GLF-2 ve GLF-3 kodlu drneklerin biyolojik aktivite deneyleri

sonucu
Kod ICso AChE  (pg/mL) ICso BuChE  (pg/mL)
GLF-1 14,18 35,25
GLF-2 21,01 33,38
GLF-3 8,98 17,46
Galantamin (Standart) 0,043 0,711

Biyolojik aktivite deneylerinde Ellman ydntemi, standart olarak AChE ve BuChE

inhibitor etkisi bilinen galantamin kullanilmastir.

AChE icin ICsp degeri; Bulancak, Giresun’dan toplanip Sakran, izmir’de kiiltiirii
yapilan GLF-1 kodlu bitkide 14,18 pg/mL, Mordogan, izmir’den toplanan GLF-2
kodlu bitkide 21,01 ug/mL ve Karabiga, Canakkale’den toplanan GLF-3 kodlu
bitkide 8,98 ug/mL dir.

BUChE igin ICso degeri; Bulancak, Giresun’dan toplanip Sakran, izmir’de kiiltiirii
yapilan GLF-1 kodlu bitkide 35,25 pg/mL, Mordogan, Izmir’den toplanan GLF-2
kodlu bitkide 33,38 pg/mL ve Karabiga, Canakkale’den toplanan GLF-3 kodlu
bitkide 17,46 pg/mL’dir.
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Tartisma
5.1. Kalite Kontrol Calismalan

Ug farkli lokasyondan toplanan G. flavum 6rneklerinde (GLF-1, GLF-2 ve GLF-3)
“kurutmada kayp, total kiil, siilfat kiilii ve hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil miktart
tayinleri” yapilmistir. Glaucium genusu ile alakali farmakope ve monograflarda
herhangi bir kayit bulunmadig1 igin; bitkinin “kurutmada kayp, total kiil, siilfat kiilii
ve hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil miktar tayinlerine” ait sinir degerlerler de
bulunmamaktadir. Elde ettigimiz sonuclar ileride “Avrupa Farmakopesi Tiirk

Adaptasyonu 'nda” yer alabilecek Glaucium flavum monografinda kullanilabilecektir.

Yapilan “kurutmada kaywp miktar tayini sonuglari” ii¢ 6rnekte de birbiriyle uyumlu
olup sonuglar oldukga yakindir. Ortalama olarak %8,0883 oraninda kurutmada kay1ip
miktar1 tespit edilmistir. En fazla kurutmada kayip miktar1 GLF-3 kodlu ornekte
saptanirken en az GLF-1 kodlu 6rnekte saptanmustir; aradaki fark %0,2638’dir. Total
kiil ve stilfat kiilii miktar tayini sonuglarinda 6rneklerde yaklasik %1’lik farklar
mevcuttur. GLF-1 ve GLF-2’de bulunan total kiil miktar1 %12°lik dilimin igindeyken
GLF-3, %14 oraninda total kiil barindirmaktadir. Siilfat kiilii miktar sonuclarina
bakildiginda ise ortalama %15+0,97 kiil miktar1 olmakla birlikte ornekler arasinda
%1 civart bir farklilik gozlenmistir. “Hidroklorik asitte ¢éziinmeyen kiil miktari” tim

orneklerde 9%0,2 nin altindadir. Sonuglar birbiri ile uyumludur.

5.2. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (GC-MS) Yontemiyle Alkaloit

Teshis Calismalari

Yapilan literatiir arastirmasmin sonucuna gore Glaucium tiirlerinde tespit edilen
alkaloitler, alkaloitlerin teshis yontemi ve bitkinin teshisde kullanilan kisimlari

Tablo-13’de gosterilmistir.
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Tablo-13. Glaucium tiirlerinde tespit edilen alkaloitler

No Gahsilan Alkaloit Teshis | Tespit edilen
Bitki turd Kaynak
kisim Yontemi alkaloitler
1. | G. flavum Toprak tistii | "H-NMR Glausin, Arafa vd.,
kisimlari 13 katalan, 2016
C-NMR
oksoglausin ve
pontevedrin
2. | G. flavum Toprak tistii | "H-NMR Glausin, Doncheva
kisimlari izokoridin, vd., 2016
GC-MS
izoboldin,
norglausin,
protopin,
salutaridin, N-
Me-
sekoglausin,
dehidroglausin
ve
allokriptopin
3. | G. flavum Ciceklenme | GC-MS Salutaridin, Nikolova vd.,
doénemi protopin, 2018
toprak Ustl izokoridin ve
kisimlari glausin
4. | G. flavum Cicekli HPLC Protopin Bournie vd.,
bitkinin 2013
kokleri
5. | G. flavum Tim UPLC Metilhernovin, | Och vd., 2017
kisimlar sanguinarin,

glausin,
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protopin ve

N,N- dimetil-
hernovin
6. | G. flavum Toprak Ustli | FTMS Glausin ve Chang vd.,
kisimlar izokoridin 2015
7. | G. flavum Kokleri FTMS Sanguinarin, Chang vd.,,
keleritrin, 2015
allokriptopin,
protopin,
glausin ve
izokoridin
8. | G. flavum Yapraklari ITK Glausin, Lovkova vd.,
izoboldin, 2008
izokoridin,
protopin,
talikmidin,
oksoglausin ve
allokriptopin
9. | G. flavum Ciceklenme | Kolon Glausin, Kintsurashuvili
doneminde | kromatografisi | izokoridin, ve
tim protopin, Vachnadze,
kisimlar allokriptopin, 2000
izoboldin,
korunin,
sanguinarin ve
keletritrin
10. | G. Ciceklenme | Kolon Glausin, Kintsurashuvili
corniculatum doneminde | kromatografisi | izokoridin, ve
tim protopin, Vachnadze,
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kisimlar allokriptopin 2000
ve talikmidin
11. | G. flavum Sap ve Kolon Glausin, Ivanovska
yapraklari kromatografisi | dehidroglausin | ve  Philipov,
, taliporfin, 1996
izoboldin ve
oksoglausin
12. | G. Toprak Ustli | GC-MS Glausin ve Hamamcioglu
acutidentatum | kisimlari oksoberberin vd., 2018
13. | G. Toprak Ustli | GC-MS Glausin, Doncheva
corniculatum kisimlari 1 protopin, vd., 2014
H-NMR
allokriptopin,
koridin,
izokoridin,
norglausin,
kelidonin ve
berberin
14. | G. flavum Toprak tstii | "H-NMR Glausin, Petitto,
kisimlari 13 talikmidin, Serafini,
C-NMR
izokoridin ve Gallo, Multari
norizokoridin ve Nicoletti,
2010
15. | G. leicarpum Toprak Usti | ITK Glausin, Sari, 1999

Boiss.

kisimlari

dehidroglausin
, oksoglausin,
N-metilglausin,
lastourvillin,

predisentrin,
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dihidroponte-
vedrin,

sekoglausin,

protopin ve
allokriptopin
16. | G. flavum Tim iTK Didehidrogla- | Daskalova
kisimlar 1 usin, vd., 1988
H-NMR
dihidrokeliru-
bin,
norsanguinarin
, horkelidonin
ve katalin
17. | G. flavum Tim '"H-NMR Glausin, Peled, Waisel
kisimlar izokoridin, ve Carmeli,
izoboldin ve 1988
salutaridin
18. | G. Tim Kromatografi Norkelidonin, | el-Afifi, al-
grandiflorum kisimlar protopin, Eisawi, al-
Boiss. ve Huet dihidrokeleritri | Khalil ve
n, 8- Schiff, 1986
asetonildihidro
keleritrin ve
allokriptopin
19. | G.flavum Tim HPLC Glausin Pekic,
kisimlar Lepojevic,

Slavica ve
Petrovic,

1986
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20. | G. Ciceklenme | ITK Glausin ve Gozler, 1982
grandiflorum déneminde koridin

var torquatum | tim

kisimlar
21. | G. Ciceklenme | 'H-NMR Kriptopin ve Gozler, 1982
grandiflorum doneminde allokriptopin

var torquatum | tim

kisimlar

Ug farkli lokasyondan toplanan G. flavum bitkilerinin toprak {istii kisimlar1 kurutulup
toz edildi ve arkasindan alkaloit ekstreleri hazirlanarak GC-MS teknigi kullanilarak
alkaloit profili olusturuldu. Bitki 6rneklerinin GC-MS spektrumlarinda gozlemlenen
pikler ¢dziimlenirken bashica Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi
Anabilim Dali’nda basta Papaveraceae familyasi olmak {izere izokinolin alkaloitleri
iceren c¢esitli familyalarin tiirlerinde simdiye kadar yapilmis olan izolasyon
calismalar1 sonucunda yapisi aydmlatilip saf olarak elde edilmis yiiz civar1 alkaloidin
onceden GC-MS cihazinda kromatogramlar1 almarak olusturulmus ‘izokinolin
Alkaloitleri GC-MS kiitiiphanesi’nden yararlanilmistir. Bunun yaninda NIST MS
Search 2.0 (National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, MD,
USA) veri taban1 ve mevcut literatiir bilgisinden yararlanilmistir. Bu veriler 1s181mnda
yapist tespit edilemeyen ancak GC-MS spektrumuna bakildiginda izokinolin
alkaloitlerinin spesifik parcalanma {iriinlerine sahip oldugu saptanan maddeler

molekiil agirliklar1 kod olarak verilerek tabloda yer almistir.

GLF-1 kodlu 6rnekte major alkaloit glausin, GLF-2 kodlu 6rnekte izokoridin ve
GLF-3 kodlu 6rnekte M337 kodlu alkaloittir. GLF-1 kodlu bitki en ¢esitli alkaloit
profiline sahiptir. Literatiire gore Glaucium tiirlerinde en sik rastlanan alkaloitler
glausin, protopin ve izokoridin alkaloitleridir. Glaucium tiirlerinden literatiire en gok
konu olmus tiir Glaucium flavum’dur. Bir ¢ok Glaucium flavum tiirinde major
alkaloit olarak glausine rastlanmakla birlikte, literatiirden farkli olarak GLF-2 ve

GLF-3 kodlu oOrneklerde glausine rastlanmamistir. Her ii¢ ornekte de retikulin
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alkaloidi bulunmaktadir. izokoridin ve protopin ¢alistigimiz ii¢ bitkiden ikisinde
bulunmaktadir. GLF-2 kodlu ornekte saptanan N-metillaurotetanin alkaloiti tiir
bazinda ilk defa tarafimizdan G. flavum bitkisinde teshis edilmistir. GLF-3 kodlu
ornekte bulunan reframidin ve norreframidin alkaloitleri ise daha once literatiirde
Glaucium tiirlerinde rastlanmamistir.  Papaveraceae familyasindan Roemeria
refracta ve Papaver anomalum bitkisinde reframidin daha once rapor edilmistir
(Gozler, B., Gozler, T., Freyer ve Shamma, 1998; Southon ve Buckingham,1989).
Norreframidin ise Roemeria refracta bitkisinde saptanmistir (Gozler vd., 1998).
Reframidin ve norreframidin alkaloitlerinin, mevcut bilgilerimize gore ilk defa
Glaucium genusunda varligi bu calismada gosterilmistir. Literatiirde glausin,
protopin ve izokoridin alkaloitlerinden sonra Glaucium tiirlerinde en sik rastlanan
alkaloitler arasinda yer alan salutaridin alkaloidi GLF-1 kodlu 6rnekte %0,07
oraninda tespit edilmistir. Diger 6rneklerde bu alkaloitler GC-MS spektrumlarinda

gdzlenmemistir.

5.3. Biyolojik Aktivite Calismalar

Ug farkl1 lokasyondan toplanan G. flavum bitkilerinin toprak iistii kistmlar1 kurutulup
toz edildi ve ekstreleri hazirlandi. Ekstrelerin AChE ve BuChE inhibitor aktivitesi,
Ellman yontemiyle tespit edildi. Standart olarak galantamin kullanildi. Ekstrelerin
ICso degerlerine bakildiginda azalan sirayla GLF-3, GLF-1 ve GLF-2 6rneklerinin
AchE enzimini inhibe etme 6zelligi oldugu gortildi. Ekstrelerin BUChE enzimini
inhibe etme 6zelligi ise azalan sirayla GLF-3, GLF-2 ve GLF-1"dir. AChE ve BuChE
enzimini inhibe etme 6zelligi en fazla olan 6rnek Karabiga, Canakkale’den toplanan

GLF-3 kodlu ornektir.
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Tablo-14. Glaucium ekstrelerinin literatiirde bulunan biyolojik aktivite sonuglar1

No | Bitki Adi AChE BuChE Literatiir
% Veya ICsg ICsq
1. | G. grandiflorum wvar. | 0,12 mg/mi - Ozsoy vd.,
grandiflorum 2018
2. | G. corniculatum (L.) J. H. | %9,34 0 Orhan vd.,
Rudolph (10 pg/ml) (10 pg/ml) 2004
3. | G.flaum %30,06 i Berkov,
Bastida,
10 pg/ml
(10 hg/mb Nikolova,
Viladomat ve
Codina, 2008
4. | G.flavum 6,81 ug/ml 13,18 pg/ml Puzyrevska,
2017

*-: BuChE inhibitor aktivitesi ¢alisilmamustir.

Daha oOnce c¢alisilip literatiire girmis Glaucium tiirlerinin  hepsinde, bizim
bulgularimizda da oldugu gibi, AChE inhibitor etki saptanmistir (Berkov vd., 2008;
Orhan vd., 2004; Ozsoy vd., 2018; Puzyrevska, 2017). Literatiirde G. corniculatum
(L.) J. H. Rudolph bitkisinin ekstresinin BuChE inhibitor aktivitesi yokken, G.flavum
bitkilerinde BuChE inhibitor aktivite vardir (Berkov vd., 2008; Orhan vd., 2004;
Puzyrevska, 2017). Calisilan Orneklerimizin hepsinde BuChE inhibitér aktivite

saptanmustir.

AChE enzimini inhibe etme yetenegi en fazla olan GLF-3 kodlu 6rnegin igerdigi
alkaloit profiline bakildiginda reframidin ve norreframidine iliskin AChE enzimini
inhibe etme yetenegi ile ilgili bir literatiir yoktur. Ayrica bu drnekte major alkaloiti

dahil olmak fiizere Onceden tanimlanmamis alkaloitler bulundugundan AChE
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enzimini inhibe etme yeteneginin sahip oldugu farkli yapidaki kimyasal

bilesenleriyle alakali oldugu diisiiniilebilir.

AChE enzimini inhibe etme yetenegi acisindan ikinci sirada bulunan GLF-1 kodlu
Ornegin iceriginin ¢ogunu olusturan glausin ve dehidroglausinin AChE igin ICsg
degerlerine bakildiginda glausin i¢in yaklasik 89 uM ve dehidroglausin igin yaklagik
128 uM oldugunu gériiyoruz (Hung, T. M. vd., 2011; Klicova, 2018; Murray,
Faraoni, Castro, Alza ve Cavallaro, 2013; Tao, Jiang, Li ve Cai, 2016; Ulrichova,
Walterova, Preininger ve Simanek, 1983). GLF-1 kodlu ornegin inhibisyon
derecesenin ¢ok yliksek olmamasmin fakat inhibisyon o6zelliginin var olmasinin
sebebi bitkinin igerdigi glausin kaynakli olabilecegi disiiniilmektedir. Bitkinin
icerdigi diger alkaloitlerin literatiirdeki AChE igin ICsy degerlerine bakildiginda;
norglausin ve salutaridin alkaloitlerinin AChE i¢in ICs degerlerinin 1000 uM’dan
biiyiik oldugu yani inhibisyon tiizerinde etkisi olmadig1 anlasilmaktadir (Cahlikova,
Macakova vd., 2010; Hruskova, 2018). Icerdigi izokoridin alkaloitinin AChE igin
ICso degerlerinin ya olmadigi ya da 50 uM’dan biiylik oldugu, retikulin alkaloitinin
AChE igin ICsp degerlerinin 50 uM’dan biiyiik oldugu goriilmektedir (Cahlikova,
Macakova vd., 2010; Host’alkova, 2015; Host’alkova, Opletal vd., 2015; Hung, T.
vd., 2010; Lee, Wu, Tsai ve Chen, 2015; Murray vd., 2013; Ulrichova vd., 1983;
Wan Othman vd., 2016). Icerdigi izoboldin alkaloitinin AChE i¢in ICso degerlerinin
literatlirde 8,410 uM olmasma karsin bitki alkaloitlerinin %1,45’ini olusturuyor
olmasi inhibisyonda ¢ok katkida bulunamayacagini diisiindiirmekle birlikte bilindigi
gibi farkli kimyasal yapilara sahip ¢ok sayida bilesenden olusan bitki ekstrelerinde
her bir bilesenin biyolojik aktivite potansiyelinin, karigim halinde sinerjik etki
olusturarak aktiviteyi artirdiklar1 bir gerg¢ektir (Murray vd., 2013). Baska bir deyisle
tek baglarina ortalama biyolojik aktiviteye sahip olan bilesenler bir araya
geldiklerinde sinerjik etki gostererek total etkiyi oldukca artirabilir, tek basina
gosterdikleri etkiden ¢ok daha kuvvetli aktivite sonuglar1 sergileyebilirler.

AChE enzimini inhibe etme yetenegi agisindan son sirada bulunan GLF-2 kodlu
bitkiden elde edilen 6rnek, en iyi AChE inhibisyonu 6zelligi gosteren GLF-3 kodlu
bitkiden elde edilen 6rnekle karsilastirildiginda inhibisyon oranmin yarisindan bile
diisiik oldugu goriilmektedir. GLF-2 kodlu bitkinin alkaloit igeriginin %93,38’ni
kapsayan ve bitkinin major alkaloiti olan izokoridinin literatiirde AChE ig¢in 1Cs

degerine bakildiginda ya etkisinin hi¢ olmadigi ya da olduk¢a diisiik oldugu
46



goriilmektedir (Host’alkova, 2015; Host’alkova, Opletal vd., 2015; Huang, Su ve Li,
2013; Hung, T. vd., 2010; Ulrichova vd., 1983). Ig:eriginin %3,74’inii olusturan
protopinin ise AChE i¢in ICso degerinin elde edildigi bitkiden bitkiye farklilik
gosterdigi fakat inhibisyon oraninin genellikle yiiksek olmadigi saptanmigtir
(Ahmed, Ghalib, Sasikala ve Mueen, 2013; Cahlikova, Macakova vd., 2010;
Cahlikova, Opletal vd., 2010; Chlebek vd., 2016; Hung, T. M. vd., 2011; Kim, D. K.
vd., 2004; Kim, S. R. vd., 1999; Murray vd., 2013; Puzyrevska, 2017; Sener ve
Orhan, 2005; Siatka vd., 2017; Tao vd., 2016; Wangchuk vd., 2012; Xiao vd., 2011).
Icerdigi diger alkaloitler N-metillaurotetanin ve retikulindir. Bu iki alkaloitin de
AChE igin ICsp degeri 500 uM’dan fazla olup aktif olarak degerlendirilmemektedir
(Cahlikova, Macakova vd., 2010; Chlebek vd., 2011; Chlebek, 2012; Hosta’lkova,
2015; Klicova, 2018; Lee vd., 2015; Murray vd., 2013; Puzyrevska, 2017; Wan
Othman vd., 2016).

BuChE enzimini inhibe etme yetenegi en fazla olan GLF-3 kodlu bitkinin major
alkaloiti de dahil olmak {izere diger 6nceden saptanmamis alkaloitleri, reframidin ve
norreframidin i¢cin BuChE enzimini inhibe etme aktiviteleriyle ilgili veri yoktur.
Icerdigi retikulin ise literatiirde 33 uM ve 65 uM arasinda BuChE i¢in ICsq degerine
sahiptir (Cahlikova, Macakova vd., 2010; Hosta’lkova, 2015; Lee vd., 2015; Murray
vd., 2013; Wan Othman vd., 2016). Onceden saptanmamuis alkaloitleri ile beraber

retikulinin de BuChE inhibitor aktivite tizerinde etkili oldugu diistiniilebilir.

BuChE enzimini inhibe etme yetenegi agisindan ikinci sirada bulunan GLF-2 kodlu
bitkinin major alkaloidi olan izokoridin alkaloidinin BUChE enzimini inhibe etme
yetenegi cesitlli literatiirlerde degiskenlik gostermektedir. BuChE i¢in ICso degerinin
ya 1000 uM’dan ya da 100 uM’dan yiiksek oldugu literatiirde ge¢mekle birlikte
genel olarak aktif bulunmadigini séylemek miimkiindiir (Hosta’lkova, 2015;
Host’alkova, Opletal vd., 2015; Huang vd., 2013; Hung, T. vd., 2010; Ulrichova vd.,
1983). Diger alkaloitlerinin literatiirdeki BuChE ig¢in ICso degerleri; protopin i¢in 26
uM ve 333 puM arasinda, N-metillaurotetanin i¢in 1000 uM’dan yiiksek oldugu ve
retikulin i¢in 33 pM ve 65 puM arasinda oldugu gorilmistir (Ahmed vd., 2013;
Cahlikova, Macakova vd., 2010; Cahlikova, Opletal vd., 2010; Chlebek vd., 2011;
Chlebek vd., 2012; Chlebek vd., 2016; Hosta’lkova, 2015; Host’alkova, Opletal vd.,
2015; Huang vd., 2013; Hung, T. vd., 2010; Hung, T. M. vd., 2011; Kim, D. K. vd.,
2004; Kim, S. R. vd., 1999; Klicova, 2018; Murray vd., 2013; Puzyrevska, 2017;
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Siatka vd., 2017; Sener ve Orhan, 2005; Tao vd., 2016; Ulrichova vd., 1983; Wan
Othman vd., 2016; Wangchuk vd., 2012; Xiao vd., 2011). Retikulin alkaloitinin,
GLF-2 6rneginin alkaloitleri arasinda sadece %0,05 oraninda yer bulmasi, bitkinin
BuChE inhibitor aktivitesiyle direkt olarak iligkilendirilmesini miimkiin

kilmamaktadir.

BuChE enzimini inhibisyonu aktivitesi en diisiik olan bitki GLF-1 kodlu bitkidir.
Igerdigi major alkaloit olan glausinin BuChE iizerine inhibitor etkisi, literatiirde
inaktif oldugu yoniindedir. Literatiirde igerigindeki diger alkaloitlerden
dehidroglausin ve izoboldin i¢in BuChE inhibitor aktivite ¢alisilmamistir. Norglausin
ve salutaridinin BuChE inhibitor aktivitesi yoktur (Cahlikova, Macakova vd., 2010;
Hruskova, 2018). Literatiirde BuChE i¢in ICso degerleri; protopin ig¢in 26 uM ve 333
uM arasinda ve retikulin i¢in 33 uM ve 65 uM arasinda verilmistir (Ahmed vd.,
2013; Cahlikova, Macakova vd., 2010; Cahlikova, Opletal vd., 2010; Chlebek vd.,
2016; Hung, T. M. vd., 2011; Kim, D. K. vd., 2004; Kim, S. R. vd., 1999; Lee vd.,
2015; Murray vd., 2013; Puzyrevska, 2017; Siatka vd., 2017; Sener ve Orhan, 2005;
Tao vd., 2016; Wan Othman vd., 2016; Wangchuk vd., 2012; Xiao vd., 2011). Bitki
icerigindeki protopin ve retikulin toplamda alkaloit igeriginin %2,38’ini
olusturmaktadir. Bu alkaloitler BuChE inhibitor aktivitenin goriilmesinde etkili
olmus olabilir. Diger bir alkaloiti olan izokoridinin literatiirde belirgin bir BUChE
inhibitor aktivitesi bulunmamaktadir (Hosta’lkova, 2015; Host’alkova, Opletal vd.,
2015; Ulrichova vd., 1983). Izokoridinin ekstrede bulunma oranmmn da diisiik
(%0,42) olmasindan dolayr BuChE inhibitér aktiviteye katki saglamadigini

diistinebiliriz.

Tablo-15. GLF-1, GLF-2 ve GLF-3 o0rneklerinden elde edilen alkaloitlerin,
literatiirdeki AChE ve BuChE inhibisyon degerleri

No | Elde Edilen | Alkaloit AChE BuChE Literatiir
Bitki % wveya ICsq | ICso(uM)
(LM)
1. | Corydalis Protopin 16,1 - Kim, D.K. wvd.,
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speciosa 2004;
maxim. Ahmed vd., 2013
2. | Chelidonium | Protopin 423420,5 3224133 Cahlikova,
majus Opletal vd., 2010
3. | Corydalis Protopin 50 - Kim, S. R. vd.,
ternata 1999; Ahmed vd.,
2013
4. | Corydalis Protopin 10,2+0,3 26,8+3.2 Hung, T. M. Vd,,
tuber 2011; Murray vd.,
2013
5. | Corydalis Protopin 591+33 - Xiao vd., 2011
yanhusuo
6. | Corydalis Protopin 128,55+3,91 - Tao vd., 2016
yanhusuo
7. | Eschscholzia | Protopin 423+£10,5 333+3,3 Cahlikova,
californica Macakova  vd.,
2010
8. | Fumaria Protopin 18,1 - Sener ve Orhan,
vaillantii 2005
9. | Glaucium Protopin 230421 208,9+17,7 | Puzyrevska, 2017
flavum
10. | Argemone Protopin 230421 208,9+17,7 | Siatka vd., 2017
platyceras
11. | Fumaria Protopin 230421 209+18 Chlebek vd., 2016
officinolis
12. | Peumus [zokoridin >1000 >1000 Host’alkova,
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boldus

Opletal vd., 2015

13. | Stephania Izokoridin >50 - Hung, T. wvd.,
rotunda Lour. 2010
14. [zokoridin >1000 >100 Ulrichova vd.,
1983
15. | Peumus [zokoridin >1000 657,1 Host’alkova,
boldus Mol. 2015
16. | Stephania [zokoridin >50 - Huang vd.,2013
rotunda
17. | Corydalis [zoboldin 8,4+10 - Huang vd.,2013;
tuber Murray vd.,2013
18. Glausin Inhibisyon Inhibisyon | Ulrichova  vd.,
yok yok 1983
19. | Corydalis Glausin 89+0,8 - Hung,T. M. vd.,
tuber 2011; Murray
vd.,2013
20. | Liriodendron | Glausin 89+0,8 - Klicova, 2018
tulipifera L.
21. | Liriodendron | Norglausin 3771+1230 8032+1671 | Hruskova, 2018
tulipifera L.
22. | Corydalis Dehidroglausin 128,55+3,91 - Tao vd., 2016
yanhusuo
23. | Peumus N-metillaurotetanin | 898+10,5 >1000 Host’alkova,
boldus 2015
24. | Liriodendron | N-metillaurotetanin | 898+10,5 >1000 Klicova, 2018
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tulipifera L.

25. | Eschscholzia | N-metillaurotetanin | 898+10,5 >1000 Cahlikova,

californica Macakova vd.,
2010

26. | Glaucium N-metillaurotetanin 898+100,5 >1000 Puzyrevska, 2017
flavum

27. | Corydalis | N-metillaurotetanin | ggg. 105 | >1000 Chlebek vd., 2012
cava

28. | Peumus N-metillaurotetanin 898,03+10,52 | >1000 Host’alkova,
boldus Mol. 2015

29. | Cryptocarya N-metillaurotetanin | oy 218,81 Wan Othman vd.,
infectoria edilmemis 2016

30. | Corydalis | \-metillaurotetanin | go¢. 155 | 51000 Chlebek vd., 2011
cava

31. | Peumus Retikulin 509,05+44,25 | 33,61+3,04 | Host’alkova,
boldus Mol. 2015

32. | Anona glabra | Retikulin %24,3+6 (10 - Lee vd., 2015

pg/ml)

33. | Cryptocarya | Retikulin 301,01 65,04 Wan Othman vd.,
griffithiana 2016

34. | Eschscholzia | Retikulin 509+4,4 43,9+1,1 Cahlikova,
californica Macakova  vd.,

2010

35. | Corydalis Retikulin 509,05+44,25 | 33,61+3,04 | Murray vd., 2013

tuber
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36.

Eschscholzia

californica

Salutaridin

>1000

>1000

Cahlikova,
Macakova vd.,
2010

*-: Aktivite ¢aligtlmamustir.
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Sonug ve Oneriler

Ulkemizin biyolojik bir zenginligi olan G. flavum ii¢ farkli lokasyondan toplanarak
kalite kontrol, alkaloit teshis ve biyolojik aktivite ¢aligmalar1 yapilmistir. Sonuglar
birbirleriyle kargilastirilmistir.

Kalite kontrol c¢aligmalarinin sonucuna gore; kurutulup toz edilmis bitkilere
uyugulanan kurutmada kayip miktarlar1 %8 dolaylarindadir, bitkilerin total kiil
miktarlar1 karsilastirildiginda ortalama %12,99°dur ve yaklasik %1°lik farklar
mevcuttur, siilfat kiilii miktarlar1 ortalama %15,86’dir, hidroklorik asitte ¢dziinmeyen
kiil miktar1 %0,16 olarak tespit edilmistir.

Bitki ekstrelerinde GC-MS yontemi ile saptanan alkaloitlere bakildiginda, farkli
lokasyonlardan toplanan bitkilerin major alkaloitleri de dahil olmak iizere farkl
alkaloit profillerine sahip oldugu goriilmektedir. N-metillaurotetanin, G. Flavum
tiriinde ilk kez, Reframidin ve norreframidin alkaloitleri ise Glaucium genusumda
ilk kez tarafimizdan bu ¢alismada rapor edilmistir.

Bitkilerde saptanan AChE ve BUChE inhibitor aktivite sonuglarina bakildiginda en
yiiksek inhibitor etki GLF-3 kodlu ornekte tespit (AChE igin ICsg 8,98 pg/ml;
BuChE i¢in ICsp 17,46 pg/ml) edilmistir.

Ayni tiirtin farkli lokasyonlardan toplanan 6rneklerinin farkli kimyasal icerige sahip
oldugunu ve alkaloitlerin farkli oranlarda bulundugunu tespit ettigimiz bu ¢alisma
Glaucium flavum tiiriiniin kemotaksonomik agidan 6nemini ortaya koymaktadir. Az
miktarda ornekle pratik ve dogru sonuglar alabildigimiz GC-MS yontemi, 6zellikle
zengin kimyasal igerige sahip ve yeni madde igerme olasiligi yliksek ornekleri
belirlemek ve boylelikle daha ileri izolasyon ve yap1 tayini c¢alismalarini
gerceklestirmek i¢in iyi bir rehberdir. Bu ¢aligmanin sonuglari 151gimnda hem biyolojik
olarak aktif hem de kimyasal profil agisindan zengin olan GLF-1 ve GLF-3 kodlu
ornekler ileride yapilacak olan daha kapsamli fitokimyasal ¢alismalar icin tercih

edilebilir.
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