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BOLUM I

GIRIS

Hypecoum L. tiirleri, Papaveraceae familyasinin diinyada mevcut oldugu
bildirilen 40 (71) ve tilkemizde mevcut oldugu bilinen 7 genusu arasinda yer alan,
tilkemizde 5 tiir ve 2 alt tiir ile temsil edilen, Akdeniz bolgesi ile Cin’in kuzeybatisi
ve Mogolistan’a kadar uzanan bir alanda yayilis gosteren tek yillik, otsu bitkilerdir (2,
13, 14). Hypecoum genusuna ait tiirlerden birkaginin, az sayida da olsa bazi iilkelerde
halk hekimliginde kullanildig1 bilinmektedir. Ornegin, Hypecoum erectum L. tiiriiniin
Cin’de biitiin halde veya koklerinin antipiretik ve antitussif olarak kullanildig1, ayrica
akut farenjit ve goz kizarikligi tedavisinde yararlanildigr belirtilmistir (77). Tibet ve
Mogolistan’da ise H. erectum L. tiiriniin antienflamatuar etkisi nedeniyle ¢ok uzun
yillardir enfeksiyon ile ilgili rahatsizliklarda kullanildigi bildirilmistir (4). H.
leptocarpum Hook. F. Et Thoms. tiiriiniin ise Hindistan, Ladakh’da kok ekstresinin
karin agrilarinda kullanildig: (72) ve geleneksel Tibet ilaglar1 arasinda yer aldig (11)
kaynaklarda belirtilmistir. Ayrica H. erectum L. tiiriiniin Cin’de sindirim sistemi
hastaliklarinda ve H. leptocarpum Hook. F. Et Thoms. tiiriiniin ise Tibet’te grip
tedavisinde kullanilan preparatlarin  bilesimine girdigini gosteren 2 patent

bulunmaktadir (5, 79).

Hypecoum tiirleri kimyasal igerikleri acisindan incelendiginde, farkli alt

gruplara dahil izokinolin alkaloitleri icermektedir (46, 52, 54, 55). Bu alkaloitlerin



belirgin farmakolojik aktivitelere sahip olduklar1 bilinmektedir. Hypecoum tiirlerinde
ana alkaloit olarak bulunan protopinin 6nemli aktivitelere sahip oldugu tespit
edilmistir. Hypecoum tiirleri de dahil olmak iizere ¢esitli kaynaklardan elde edilmis
protopin kullanilarak gergeklestirilmis biyolojik aktivite ¢alismalar1 sonucunda bu
alkaloidin antikolinesteraz (35, 94), antimikrobiyal (77, 37), antienflamatuar (4, 63,
94), hepatoprotektif (58, 64), antioksidan (99), antimalaryal (56, 94), antihelmintik
(93), nematosidal (66), antidepresan (101), antispazmodik (30) ve antiplatelet (12)
etki gibi degisik aktivitelere sahip oldugu saptanmistir. Bunlarin diginda, protopinin
antiaritmik, antihipertansif ve negatif inotrop etki olmak iizere kardiyovaskiiler
sistem tizerinde farkli etkiler gosterdigi bulunmustur (73). Ayrica protopinin tubulin
polimerizasyonunu indiiklemek ve mitozu engellemek suretiyle antiproliferatif etkiye
sahip oldugu bildirilmistir (9). Biitin bu etkiler s6z konusu alkaloidin tedavi

acisindan 6nemini ortaya koymaktadir.

Bu caligmada esas olarak, tasidigi alkaloitler nedeniyle 6nemli ve Tiirkiye’de
endemik olarak yetisen (53) Hypecoum procumbens L. subsp. atropunctatum A. E.
Dahl bitkisinin ¢igekli donemde, farkli lokalitelerden toplanmis toprak {istii
kisimlarindan hazirlanan drog 6rneklerinin, bitkinin ilk defa tarafimizdan kapsamh
olarak incelenmesi sebebiyle, karsilastirmali olarak kalite kontrol O6zelliklerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu kapsamda anatomik ve mikroskobik caligsmalar,
kurutmada kayip miktar tayini, kiil miktar tayini, ince tabaka kromatografisi ile
alkaloitlerin teshis ve saflik kontrolii, total alkaloit miktar tayini ve bitkinin tagidig:
ana alkaloitlerden protopin adli alkaloidin miktar tayinin yapilmasi planlanmistir. Bu
sekilde, total alkaloit ve protopin alkaloidi agisindan zengin olan kaliteli bir drogun

tasimas: gereken temel Ozelliklerin saptanmasi hedeflenmistir. Bunlara ilaveten,



hazirlanan drog orneklerinin antikolinesteraz aktivite agisindan karsilastirmali olarak

incelenmesi de amag olarak belirlenmistir.

1. GENEL BiLGILER

1.1. BITKI HAKKINDA BOTANIK CALISMALAR

Hypecoum L. cinsi, tek yillik otsu bitkilerden olusan bir cins olup,
Papaveraceae familyasina dahildir (13). Asagida bitkinin cinS seviyesinde
morfolojik tanimina yonelik olarak verilen bilgiler, “Flora of Turkey and The East
Aegean Islands” (13) adli kaynaktan dilimize ¢evrilmek suretiyle ve hicbir katkida
bulunulmaksizin derlenmistir. Tiir ve alttiir seviyesinde tanimlara iligkin bilgiler i¢in
ise ayrica ‘“Taxonomic and Morphological Studies in Hypecoum sect. Hypecoum

(Papaveraceae)” (14) isimli ¢alismadan da yararlanilmustir.

1.1.1. Hypecoum L. Cinsi

Donuk mavimsi yesil renkli, tek yillik bitkiler. Yapraklar 2-4 pinnatisekt,
loblar seritsiden dar obovata kadar. Cigek durumu dikasyal. Sepaller 2, ¢abuk diisiici,
ovattan lanseolata kadar. Petaller 4, iki sirali, distaki 2 tanesi tamdan {i¢ lobluya
kadar, icte kalan 2'si li¢ pargaya yarilmis, seritsi yanal loblu ve tek sapli, orta lob
kasik seklinde. Stamenler 4, filamentler kanatli. Meyve ¢ok tohumlu bir lomentum

(13).



1.1.2. Hypecoum procumbens L.

H. procumbens L., Sp. PL, 124 (1753). la: Reichenb., Ic. FI. Germ., 3: t. 9, no.
4464 (1838-39) (13).

Tagtan ¢ikan bircok goévde, yatiktan yiikseliciye kadar. Yapraklar donuk
mavimsi yesil. 2 x pinnatisekt, loblar seritsiden seritsi-lanseolata kadar. Sepaller
ovattan ovat-lanseolata kadar, tepeye yakin yerler genellikle kiigtik disli. Petaller sari,
distaki iki tanesi hafifce ti¢ loblu, dis loblar1 ortadakinden daha kiigiik. Meyveler,
genellikle kalinlagmamis sapgiklarda, dik olarak tasinir. Lomentum yay sekline
kivrilmis, boyuna ¢izgili, 4-6 cm (13).

Cigeklenme zamani. 3-6. Ekilmemis bos araziler, deniz kiyilari, s.1.-300 m
(13).

Ege Adalari, Narbonne (Fransa) ve Salamanca (Ispanya), (Hb. Linn. 171/1!)
(13).

Yayilis. Al Tekirdag: Tekirdag, Stojanov. A2(E) istanbul: Florya, Azn.! A2(A)
Kocaeli: Pendik, Azn.! Bursa: Bursa, Friwaldsky. A3 Bolu: 5 km NW of Seben,
300m, Kiihne 2261! A4 Ankara: Ankara, Krause. B1 Izmir: Izmir, Rogner. C3
Burdur: Bucak, Smith 116! C4 Icel: Karadwar to Kosanli, 5 m, Markgraf! C5 igel:
Corycos (Kerikos), 40 m, Siehe 1895: 15! Is.: Lesvos, Kirk!; Rodhos, Bourgeau! (13)

Akdeniz bolgesi, Kuzey Irak, Suriye Colii genelinde. Akdeniz elemani (13).

LINNAEUS, Sp. PI. 1: 124 (1753). — Tip. “Prope Lunellam Gallia narbonensi
spontae”, BURSER, Hortus siccus 9: 53, IDC no. 1.04 (lectotype, UPS!) (14).

Bitki 1 - 40 cm yiiksekliginde, yesil ya da donuksu mavimsi yesil renkte. En
uctaki yaprakeiklar lanseolat-obovat, boliinmemis, bazen yaprak ugta sivri, bazen tek
yanal disli. Cigek durumu yatiktan dike kadar, 1 - 14 ¢icekli. Sepaller 2 -7 x 1-2.5

mm, ugta biitiin. Petaller limon saris1 veya sarims1 turuncu. Dis petaller 3.7 - 12.1 x



1.9 - 12.1 mm, bariz sekilde tirnakli, baklavamsidan bariz ii¢ lobluya kadar, boyu
enini genellikle gecer ya da esit, yanal loblar diiz, yuvarlaklagimsi ya da kama
seklinde. I¢ petaller siyah noktali ya da noktasiz (alt tiirler arasinda farklilik gosterir),
yanal loblar 2.5-9.3 x 0.7-3 mm, 2.2 - 6 x 1.1 - 3.1 mm boyutlarinda olan fimbriat
lobdan kisa, esit ya da daha uzun, ucu kesik tabanli, ve yaprak sap1 0.2 - 1.7 mm
uzunlugunda, petal tabanindan fimbriat lobun tepesine kadar olan uzunlugun % 10-
20’si kadar. Orta stamenlerin filamentleri dar ovat, anterler 0.8 - 2.6 mm. Polen
sarims1 beyaz. Meyve orta derecede kalinlasmis bolmeli ya da degil, en genis septa

1-3.5 mm genisliginde. Ureme sistemi alt tiirler arasinda farkliliklar gosterir. 2n = 16

(14).

1.1.3. Hypecoum procumbens L. subsp. atropunctatum A. E. Dahl

Dis petallerin yanal loblar1 7 tane kama seklinde, i¢ petallerin yanal loblar
seritsiden ovata kadar subakut tepeli; siyah noktal1 (53).

Hypecoum procumbens L. subsp. atropunctatum A. E. Dahl in Pl. Syst. Evol.
163: 255, f. 24 (1989) (53).

Ciceklenme zamani 2-4. Yol kenarlarinda, agaglik alanlarda, ekili cam
ormanlarinda ve otlaklarda, bazen de kumlu sahillerde (53).

Tip: Tiirkiye, [B1] Izmir ili, Giimiissu’nun dogusunda, tuzlu, kumlu kiyilar, 28.
IV. 1983, RUNEMARK & CARLSTROM 49135 (holotip, LD!) (14, 53).

B. & GB. Anadolu. Bl Izmir: Cesme, Igmeler yakini, 27 iii 1967, 4. & T.
Baytop (ISTE 10691!). C1 Mugla: Euromos, Runemark & Carlstrom 49 381. C2
Mugla, Milas-Yatagan yolu, Runemark & Carlstrom 49631. Is.: Sakiz Adasi. Agios
Mina Manastirt. 3 v 1982, Dahl (53).

Endemik (53)



Bitki 1-35 cm yiiksekliginde. Cigek durumu dik, 1-11 ¢igekli. Sepaller 2-5.5 x
1.5 - 2.5 mm. Petaller limon sarisindan sarimsi turuncuya kadar. Dis petaller 7.7 -
11.6 x 6 — 11 (12.1) mm, belirgin sekilde ii¢ loblu, yanal loblar kama seklinde. i¢
petaller siyah noktali, yanal loblar 5.8 — 9.3 x 0.7 — 2.6 mm, seritsiden ovata kadar,
uclar subakut, fimbriat lob 3.5 — 5.8 x 1.6 — 3.1 mm, yaprak sap1 0.7 — 1.6 mm
uzunlugunda. Anterler 1.5 — 2.6 mm uzunlugunda. Meyve en genis septada 1 — 3 mm
genisliginde. Kendi poleni tarafindan déllenmez (14).

Yayilis: Yunanistan (AE), Tiirkiye (An.)’nin batisi, Akdeniz bolgesi (14).

Habitat: Sekonder habitatlarda, yol kenarlarinda, agaglik alanlarda, ekili ¢am
ormanlarinda ve otlaklarda, bazen de kumlu sahillerde (14).

Cigeklenme zamani. 2-4 (14).

Sakiz adasindaki bitkisel materyalin kiiltiir 6rnekleri parlak limon renkli
petallere sahipken, Kalimnos ve Lesvos’daki bitkilerin petalleri daha altin sarisi
renginde. Bu alltiir morfolojik olarak homojen goriinse de ¢igek boyutu ve dis
petallerin tirnaklarinin uzunlugu stirekli degisim gosterir (14).

SCHWARZ (1934) H. grandiflorum subsp. pseudograndiflorum (PETROVIC)
O. SCHWARZ kombinasyonunu yapmustir. izmir’in batisindan topladign ve H.
grandiflorum subsp. pseudograndiflorum olarak tanimladig: birka¢ 6rnek aslinda H.
procumbens subsp. atropunctatum taksonuna aittir (14).

“Flora of Turkey and the East Aegean Islands” isimli kaynagin 1. cildine gore,
iilkemizde yabani olarak yetisen 4 adet Hypecoum tiiriiniin oldugu bildirilmistir.
Bunlar, H. procumbens L., H. imberbe Sibth. & Sm., H. pendulum L., H. ponticum

Velenovsky’dir (13).



Ayni kaynagin 11. cildinde ise Tirkiye’de 5 tir ve 2 alt tir bulundugu
belirtilmistir (53). Bu 5 tiiriin ve 2 alt tiiriin isimleri asagida yer almaktadir.
1. H. procumbens L.
2. H.trullatum A. E. Dahl
3. H. pseudograndiflorum Petrovi¢Addit.
4. H. dimidiatum Delile
5. H.torulosum A. E. Dahl
6. H. procumbens L. subsp. procumbens Ic.

7. H. procumbens L. subsp. atropunctatum A. E. Dahl

“Taxonomic and Morphological Studies in Hypecoum sect. Hypecoum
(Papaveraceae)” (14) isimli kaynakta Hypecoum sect. Hypecoum’un Akdeniz
bolgesi ve Orta Dogu’da 8 tiir ve 3 alttiiriiniin yetistigi bildirilmistir. Bu tiirler: H.
procumbens L., H. trullatum A. E. Dahl, H. pseudograndiflorum Petr., H.
angustilobum A. E. Dahl, H. dimidiatum Delile, H. imberbe Sm., H. duriaei Pomel,
H. torulosum A. E. Dahl, H. procumbens L. subsp. atropunctatum A. E. Dahl, H.
procumbens L. subsp. procumbens Ic., H. procumbens L. subsp. fragrantissimum A.
E. Dahl.

Bu tiirlerden bes tanesi (Hypecoum procumbens L. subsp. fragrantissimum A.
E. Dahl, H. procumbens L. subsp. atropunctatum A. E. Dahl, H. trullatum A. E.
Dahl, H. angustilobum A. E. Dahl ve H. torulosum A. E. Dahl) ilk kez tanimlanmustir.
Genellikle H. imberme Sm. tiirtine dahil edilen H. dimidiatum Delile ve H.
pseudograndiflorum Petr. taksonomik agidan ayr tiirler olarak siniflandirilmistir.

Literatiirde Hypecoum tiirleri lizerinde anatomik ve mikroskobik c¢aligmalar


http://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%8C

az sayida yer almaktadir. Tibet kaynakli Hypecoum leptocarpum Hook. F. Thoms.
bitkisi hakkinda yazilmis bir monografta bu bitkiye ait makroskobik ve mikroskobik
ozellikler bulunmaktadir (36).

Ispanya’da yabani olarak yetisen Hypecoum imberbe Sm. tiirii iizerinde polen

duvarinin gelisimini inceleyen bir ¢alisma yapilmistir (62).

1.2. KALITE KONTROL VE MIKTAR TAYINi CALISMALARI

1.2.1. Kalite Kontrol Calismalari

Calismamizin  konusunu olusturan Hypecoum procumbens L. subsp.
atropunctatum A. E. Dahl bitkisinden elde edilen Herba Hypecoi drogu ile ilgili bir
monograf herhangi bir farmakopede yer almamaktadir. Literatiirde Hypecoum
tirlerinden hazirlanmis olan droglarin kalite kontrolii i¢in kurutmada kayip, kiil
miktar tayini ile teshis ve saflik kontrollerine yonelik kromatografik deneylere ait
arastirmalara rastlanmamistir. Bununla birlikte, Hypecoum leptocarpum Hook. f. et
Thoms bitkisi iizerinde atomik absorbsiyon spektrometrisi kullanilarak iz element
tayini yapilmistir (50). Kalite kontrol deneyleri i¢in Avrupa Farmakopesi (21) ve
Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu Tirk Farmakopesi (3) incelenmis, bu
kaynaklardan yararlanilarak ¢alismamiz gergeklestirilmistir. Elde edilen bulgu ve
sonuglarin, ileride Hypecoum tiirlerinden hazirlanacak olan Herba Hypecoi drogu

hakkinda yazilabilecek monografa esas olusturabilecegi diisiiniilmiistiir.

1.2.2. Alkaloit Miktar Tayini Calismalari
Literatiirde Hypecoum procumbens L. subsp. atropunctatum A. E. Dahl bitkisi

tizerinde total alkaloit ile protopin miktar tayini icin yapilmis bir arastirmaya



rastlanmamistir. Ancak Hypecoum pendulum L. bitkisinin toprak tstii kistmlarinda
alkaloitlerin bromokrezol yesili ile reaksiyona girmek suretiyle sar1 renkli kompleks
olusturmasina dayali spektrofotometrik esasli total alkaloit miktar tayini ile ilgili bir
calisma bulunmaktadir (67). Ayrica Tibette kullanilist bulunan Hypecoum
leptocarpum Hook. f. et Thoms bitkisinin kalite kontrolii i¢in RP-HPLC yontemi
kullanilarak protopin miktar tayini yapilmistir (95).

Bunlarin disinda farkli familyalara dahil bitkiler iizerinde protopin miktar
tayini i¢in yapilmis olan arastirmalar mevcuttur. Bu caligmalar, literatiirden
saptanarak tablo halinde verilmistir. Tablo 1’de (Sayfa 11-16) protopin miktar
tayinine yonelik kantitatif ¢alismalardan elde edilmis olan bulgular yer almaktadr.

Tablo 1’de yer verilen g¢aligmalar disinda Cin tibbinda kullanilisi bulunan
cesitli bitkisel triinler ve preparatlarda yapilan protopin miktar tayini c¢aligmalari
mevcuttur (25, 28, 48, 69, 70, 76, 98, 100, 102-105, 107-109). Ayrica siganlar
izerinde gerceklestirilen bazi ¢alismalarda plazmadaki protopinin miktar1 ve

farmakokinetigi incelenmistir (31, 39, 97).

1.3. ASETILKOLINESTERAZ iNHIiBiTOR AKTIVITE TAYIiNi

Alzheimer hastaligi (AH) yaslh niifusta goriilen demansin en sik rastlanan tipi
olup, giinliik yasamsal aktivitelerde azalma ve biligsel yeteneklerde bozulma ile
karakterizedir ve zihinsel fonksiyonlarin zaman i¢inde geri doniisiimsiiz bir sekilde
harap olmasina neden olmaktadir. Alzheimer hastasi olan kisilerin beyinlerinde
asetilkolin miktariin oldukga azaldig: bilindiginden, giiniimiizde asetilkolinesteraz
inhibitorii bilesiklerin kullanimi, Alzheimer hastaliginin semptomatik tedavisinin

temelini olusturmaktadir. Asetilkolinesteraz inhibitorleri asetilkolinin biyokimyasal



pargalanmasini yavaslatir ve kolinerjik transmisyonu uzatirlar. Bu sekilde hastaligin
ilerlemesi yavaglar (29, 32, 96). AH tedavisinde kullanilan Kkolinesteraz
inhibitorlerinden galantamin ve rivastigmin dogal kaynaklidir (19, 65, 89).
Dolayisiyla son yillarda dogal kaynaklardan 6zellikle de bitkilerden yeni kolinesteraz
inhibitorlerinin elde edilmesi i¢in yogun arastirmalar yapilmaktadir. Bitkilerde,
kolinesteraz inhibitor etkiye sahip farkli yapida sekonder metabolitler bulunsa da bu
bilesiklerin biiyiik cogunlugunu alkaloitler olusturmaktadir (33).

Literatiirde asetilkolinesteraz inhibitor aktivite tayini i¢in gesitli yontemler
bulunmaktadir (18, 34, 40, 42, 44, 47, 60, 61). Bu arastirmada Hypecoum
procumbens L. subsp. atropunctatum A. E. Dahl bitkisinden hazirlanan alkaloit
ekstrelerinin asetilkolinesteraz inhibitor aktivitesi in vitro Ellman yontemine dayal

mikroplaka deneyi ile saptanmistir (18, 42).
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BOLUM II

1. GEREC VE YONTEM

1.1. BOTANIK ARASTIRMALAR

1.1.1. Materyal

Hypecoum procumbens L. subsp. atropunctatum A. E. Dahl bitkisi 23.03.2012,
22.04.2012, 23.04.2012 ve 03.05.2012 tarihlerinde sirasiyla izmir ili, Bornova ilgesi,
Ege Universitesi Lojmanlar1 cevresinden, Izmir ili, Aliaga ilgesi, Yenisakran
beldesinden, Usak ili, Yapagilar kdyiinden ve Izmir ili, Odemis ilcesi, Birgi-Bozdag
yolundan olmak tizere dort farkli lokaliteden ¢igekli halde toplanmis ve Uzman
Biolog Volkan Eroglu (Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi) tarafindan tayin edilmistir.
Calismamiza konu olan bitkiye ait hazirlanan herbaryum &rnekleri Ege Universitesi,
Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali Herbaryumu’nda sirasiyla 1453,
1454, 1455 ve 1456 numaralar altinda kayitli bulunmaktadir. Bitkinin dogadaki
goriiniistine ait fotograflarna Resim 1 ve Resim 2’de yer verilmistir. Bitkinin
herbaryum 6rnegine ait bir fotograf ise Resim 3’de goriilmektedir.

Bitkinin dort farkli yerde yetisen muhtelif fertlerinden kok, govde, yaprak ile
meyveye ait gesitli ornekleri igeren alkol materyali 70°’lik etanol kullanilarak ayri

ayr1 hazirlanmis ve anatomik ¢aligsmalarda kullanmak amaciyla saklanmastir.
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Resim 1. Hypecoum procumbens L. subsp. atropunctatum A. E. Dahl Bitkisinin

Dogadaki Gorilintisii

Resim 2. Hypecoum procumbens L. subsp. atropunctatum A. E. Dahl Bitkisinin

Dogadaki Goriiniisii
18



Bitkisel materyal oncelikle toprak istii ve toprak alti olmak tizere iki kisma
ayrilmistir. Toprak istii kismi, istenmeyen organik ve anorganik, gozle goriilebilen
biitlin yabanci maddelerden ve kurumus, lekelenmis veya bozulmus biitiin
kisimlarindan ayiklanarak temizlendikten sonra ufak pargalara boliinerek golgede ve
oda sicakliginda kurutularak drog Ornekleri hazirlanmistir. Drog hazirlamak igin
yapilan islemlerde Orneklerin yabanci maddeler agisindan saf ve farmakope

standartlarina uygun olabilecek birer 6rnek olmalari amaglanmistir.

Resim 3. Hypecoum procumbens L. subsp. atropunctatum A. E. Dahl Bitkisinin

Herbaryum Ornegi
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1.1.2. Deneyler

Mikroskobik inceleme i¢in kullanilacak toz materyal, yukarida anlatildig:
sekilde hazirlanmis olan drogdan bir miktar alinarak, tun¢ bir havan yardimiyla
mekanik olarak, orta incelikte toz haline getirilmesi suretiyle hazirlanmastir.

Anatomik kesit ¢alismalar1 i¢in ise daha once bahsedilen alkol materyali

kullanilmistir. Alkol materyalinde bulunan bitkinin kok, gévde, yaprak ve meyveye
ait cesitli 6rneklerinden enine ve yiizeysel kesitler alinmistir. Bu Kkesitler Sartur ve
Kloralhidrat reaktifleri (7) kullanilarak, mikroskobik inceleme preparatlar1 halinde,
Carl Zeiss Jena marka arastirma mikroskobunda, anatomik yapilar agisindan
karsilastirmalir olarak incelenmistir.

Bu incelemeler sirasinda, bitkilerin kok, gévde, ¢igek durum sapi, yaprak ve
meyveye ait sabit ve karakteristik yapilarinin fotograflar1 Carl Zeiss Jena marka
arastirma mikroskobu iizerine baglanmis olan Celestron marka, 44421 model

numarali mikroskop goriintiileyici yardimiyla alinmistir.

1.2. KALITE KONTROL VE MIKTAR TAYINI ARASTIRMALARI

1.2.1. Materyal

Hypecoum procumbens L. subsp. atropunctatum A. E. Dahl bitkisi dort farkls
lokaliteden ve bitki ¢igekli haldeyken toplanmistir. Bitkinin farkli 6rneklerinin
toplandiklar1 yerler, toplanma tarihleri, herbaryum numaralar1 ve toplanan bitkisel
orneklerden hazirlanan Herba Hypecoi droglarina ait kodlar Tablo 2’de verilmistir.

Toplanan bitkilerden hazirlanan herbaryum &rnekleri Uzman Biolog Volkan

Eroglu (Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi) tarafindan tayin edilmis olup Ege
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Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali Herbaryumunda

saklanmaktadir.

Kod Toplanma Yeri ve Tarihi Herbaryum No

HP-1 Ege Uni. Lojmanlari, Bornova, Izmir | 1453
23.03.2012

HP-2 Yenisakran, Aliaga, izmir 1454
23.04.2012

HP-3 Yapagilar Koyii, Usak 1455
22.04.2012

HP-4 Birgi-Bozdag Yolu, Odemis, Izmir 1456
03.05.2012

Tablo 2. Herba Hypecoi Droglarina Ait Kodlar

Herba Hypecoi drog orneklerini hazirlamak igin taze bitkisel materyalin
oncelikle toprak Tistli kisimlari, toprak alti kisimlarindan dikkatlice ayrilmis,
istenmeyen organik ve anorganik, gozle goriilebilen biitiin yabanct maddelerden ve
kurumus, lekelenmis veya bozulmus biitiin kisimlarindan ayiklanarak temizlendikten
sonra ufak pargalara boliinerek golgede ve oda sicakliginda kurutulmustur.

Kurutma islemini takiben, hazirlanan 6rnekler Retsch GmbH SK 1 marka
elektrikli degirmende toz (elek ¢ap1 1mm) haline getirilmistir.

Ince Tabaka Kromatografisi (1.T.K.) ve Yiiksek Basingli Srvi Kromatografisi
(HPLC) deneylerinde kullandigimiz protopin referans maddesi anabilim dalimizda
Hypecoum tiirleri iizerinde daha 6nce yapilmis olan ¢alismalarda (46), saf halde izole
edilmis olup, bu bilesige ait spektral bulgular (1D ve 2D NMR, UV, IR, MS)
anabilim dalimizda mevcuttur. Protopin, desikatorde fosfor (V) oksit iizerinde sabit

agirliga gelinceye kadar kurutulduktan sonra kullanilmistir.
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1.2.2. Yontemler

1.2.2.1. Kurutmada Kayip Miktar Tayini

Kurutmada kayip miktar tayini i¢in 6nceden sabit agirliga getirilmis cam tartim
kabi i¢ine tam olarak tartilmis 1g civari drog 6rnegi konur. 100-105 °C’lik etiivde 1
saat siireyle bekletilir. Etiivden ¢ikartilarak desikatorde belirli bir siire sogumasi i¢in
tutulur ve ardindan tartilir. Bu tartimlardan son ikisi arasindaki fark 0,5 mg’dan fazla
olmayacak sekilde sabit vezne gelinceye kadar, 1sitma, sogutma ve tartma islemlerine

devam edilerek, drogun yiizde kurutmada kayip miktari hesaplanir (3, 21).

1.2.2.2. Total Kiil Miktar Tayini

Deney sartlarinda dnceden yakma firminda 1 saat siireyle yakilip sogutularak
sabit agirliga getirilen porselen kroze igerisine 1g civarinda drog tam olarak tartilarak
konur. Drog igeren kroze, 6ncelikle 100-105 °C’lik etiivde bir saat siireyle bekletilir.
Daha sonra 600 + 25 °C’lik yakma firminda 1 saat yakilir. Yakma firmindan
cikartilarak desikatorde belirli bir siire sogumasi i¢in tutulur ve ardindan tartilir. Bu
tartimlardan son ikisi arasindaki fark 0,5 mg’dan fazla olmayacak sekilde sabit vezne
gelinceye kadar, isitma, sogutma ve tartma islemlerine devam edilerek, drogun

icerdigi kiil miktar1 yiizde olarak hesaplanir (3, 21).

1.2.2.3. Siilfat Kiilii Miktar Tayini
Deney sartlarinda dnceden yakma firininda 1 saat siireyle yakilip sogutularak
sabit agirliga getirilen porselen kroze igerisine 1g civarinda drog tam olarak tartilarak

konur. Uzerine % 10’luk sulu siilfiirik asit ¢6zeltisinden 2 ml damla damla ilave
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edilir. Once su banyosunda kuruluga kadar bekletilir ve ardindan tablal1 1siticida
duman c¢ikis1 bitene kadar yakilir. Daha sonra 600 £+ 25 °C’lik yakma firininda 1 saat
yakilir. Yakma firinindan ¢ikartilarak desikatérde belirli bir siire sogumasi igin
tutulur. Sogumasini takiben {izerine birka¢ damla % 10’luk siilfiirik asit eklenir,
benzer sekilde 1sitilip, yakilir. Sogumasinin ardindan % 15.8’lik amonyum karbonat
¢ozeltisi ilave edilir ve ayni islem tekrarlanir. Siilfat kiilii igeren kréze sabit vezne
gelinceye kadar yakma, sogutma ve tartma islemlerine devam edilir. Buradan drogun

icerdigi siilfat kiilii miktar1 yiizde olarak hesaplanir (3, 21).

1.2.2.4. Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini

Deney sartlarinda 6nceden yakma firininda 1 saat siireyle yakilip sogutularak
sabit agirliga getirilen porselen kroze igerisine 1 g civarinda drog tam olarak
tartilarak konur. Oncelikle 100-105 °C’lik etiivde 1 saat siireyle kurutulur. Daha
sonra 600 + 25 °C’lik yakma firininda 1 saat yakilir. Yakma firinindan ¢ikartilarak
desikatorde belirli bir siire sogumast i¢in tutulur ve ardindan tartilir. Bu tartimlardan
son ikisi arasindaki fark 0.5 mg’dan fazla olmayacak sekilde sabit vezne gelinceye
kadar, 1sitma, sogutma ve tartma islemlerine devam edilir. Krozede kalan bakiye
tizerine, distile su ve hidroklorik asit konulur. Kroézenin tizeri saat cam ile
kapatildiktan sonra tablali 1sitict kullanilarak kaynatilir. Soguduktan sonra kiil
birakmayan siizge¢ kagidindan (589 Black ribbon), siiziiliir. Siiziintii nétr olana
kadar sicak distile su ile siizge¢ kagid1 yikanir. Uzerinde kalan bakiyeyle birlikte
stizge¢ kagidi tekrar krozenin igerisine konur ve son iki tartim arasindaki fark 0.5
mg’dan fazla olmayacak sekilde sabit vezne gelinceye kadar yakma, sogutma ve

tartma islemlerine devam edilir. Boylece drogun % olarak hidroklorik asitte
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¢oziinmeyen kiil miktar1 hesaplanir (3, 21).

1.2.2.5. Droglarin ince Tabaka Kromatografisi (I.T.K) ile Teshis ve

Kontrolii

1.2.2.5.1. Ornek ve Standart Cozeltilerinin Hazirlamsi

Onceden 100-105 °C’lik etiivde sabit vezne getirilen drog drneklerinden 1 g
civarinda toz drog Ornegi tam olarak tartilir. Metanol ile geri ceviren sogutucu
altinda, kaynar halde bir siire bekletilir. Sogumasimi takiben filtre edilir ve elde
edilen filtrat, 6rnek ¢ozeltisi olarak kullanilir (15).

Standart ¢o6zelti : Protopinin, kloroform igerisinde belirli konsantrasyonda

¢Ozeltisi hazirlanir.

1.2.2.5.2. I.T.K ile Kontrol Cahsmalari

Hazirlanan ornek ve standart ¢ozelti, silika jel hazir kromatografi plagina
(Merck 5715) uygulanir. Plak, 6n deneylerle saptanmis olan uygun bir ¢oziici
sisteminde siiriiklenir. Plak, kromatografi tankindan ¢ikarildiktan sonra kurutulur ve
ardindan 254 ve 366 nm dalga boylarindaki UV 1s1k altinda incelenir. Daha sonra
plaga Dragendorff reaktifi piiskiirtiilerek tekrar degerlendirilir. Dragendorft reaktifi

puskiirtilmeden 6nce ve sonra plagin fotograflart ¢ekilir (15).
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1.2.2.6. Total Alkaloit Miktar Tayini

1.2.2.6.1. Total Alkaloit Ekstresinin Hazirlanisi

Onceden 100-105° C’lik etiivde sabit vezne getirilen toz drog drnegi tam olarak
tartilir. 5 kisim % 17°lik amonyak ¢ozeltisi, 10 kisim % 96’lik etanol ve 30 kisim
peroksitsiz eter kullanilarak hazirlanan karisim ile beher i¢cinde muamele edilerek
nemlendirilir ve iyice karistirilir.

Hazirlanan karisim kii¢iik bir perkolatére alinir. Amonyak — etanol — eter
¢ozelti karisimi ile kap ve karistirma aleti yikanir ve yikama sivisi, perkolatdrdeki
karisima ilave edilir. Bu sekilde masere edilmek amaciyla drog, bir siire perkolator
icerisinde  bekletilir. Daha sonra peroksitsiz eterle tiiketilir.  Alkaloit
ekstraksiyonunun bitip bitmedigini saptamak icin perkolatdrden alinan perkola,
kuruluga kadar distillendikten sonra bakiye %2’lik H2SOs ile ¢oziilerek, alkaloit
varhigi Mayer ve Dragendorff belirtegleri (21) ile kontrol edilir. Perkola, rotavaporda
belirli bir miktar kalana kadar yogunlastirilip, ayirma hunisi icerisine alinir. 5 kez
0.5N H2SOg ile ¢alkalanir. Asit fraksiyonlar % 17’lik amonyak ¢ozeltisi ile pH 9-9.5
olana kadar alkalilendirildikten sonra 5 defa, peroksitsiz eter ile ekstre edilir. Elde
edilen eterli kisimlar birlestirildikten sonra su ile yikanir ve su atilir. Eterli kisim,
algak basing altinda rotavaporda kuruluga kadar distillenir. Bu sekilde total alkaloit

ekstresi elde edilmis olur (15).
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1.2.2.6.2. Total Alkaloit Miktar Tayini Deneyinin Yapilisi

Hazirlanan total alkaloit ekstresi, su banyosunda isitildiktan sonra 10 ml
peroksitsiz eter ile ¢ozlindiiriiliir ve tizerine, 0.02 N ayarli H2SOg ilave edilir. Eter,
rotavaporda geri distillenir. Cozeltiye metil kirmizisi-karisim belirteci (3) eklenir.
Asidin fazlas1 0.02 N ayarli NaOH ile 6nceden pembe olan renk yesile donene kadar

titre edilir (15).

1.2.2.7. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Protopin Miktar

Tayini

1.2.2.7.1. Alkaloit Ekstresinin Hazirlanis

200 mg civarinda drog, tam olarak tartilir. Uzerine 5 ml % 2’lik hidroklorik
asit ¢Ozeltisi eklenerek 5 saat siireyle 40 °C’de ultrasonik banyoda maserasyona
birakilmak suretiyle ekstre edilir. Bu islemi takiben derisik amonyum hidroksit
cozeltisi ile alkalilendirilir ve iizerine distile su eklenir. 5000 rpm’de 10 dk boyunca
santrifiij edilir. Ustte kalan siv1 faz baska bir tiibe aktarilarak, distile su ile 10 ml’ye
tamamlanir. Bu ¢6zeltiden 3 ml alinarak Extrelut-N (Merck) kolonuna yiiklenir ve 10
dk bekletilir. Bunu takiben Extrelut-N igerisinden kloroform gegirmek suretiyle
elisyon yapilir. Kloroform, al¢ak basing altinda kuruluga kadar distillenir. Bu sekilde

alkaloit ekstresi elde edilmis olur (26).

1.2.2.7.2. Standart Protopine Ait Ol¢ii Egrisinin Hazirlanmasi
Standart madde metanol kullanilarak ¢6ziiliir. Standart alkaloit ¢ozeltisinden

seyreltmek suretiyle farkli konsantrasyonlarda hazirlanilan ¢6zeltiler filtreden
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stizliliir. Bu ¢ozeltilerin her birinden uygun miktarlarda, enjektére alinip, HPLC’ye
uygulanir. Belirli dalga boyunda ilgili alkaloide ait sinyalin alan degeri Olgiiliir.
Uygulanan miktara kars1 okunan alan degerini gdsteren bir Olgii egrisi hazirlanir ve

denklem hesaplanir (26).

1.2.2.7.3. Deneyin Yapilhisi

Her bir 6rnek i¢in ii¢ paralel olacak sekilde, miktar tayini i¢in hazirlanan
alkaloit ekstreleri, metanolde ¢oziiliir. Cozeltiler filtreden (Syringe 100x 13 mm, 0.45
um) siiziildiikten sonra, Hamilton enjektor yardimiyla HPLC’ye uygulama yapilir.
Belirli bir dalga boyunda okunan alan degerlerine karsilik gelen miktar, O6l¢ii
egrisinden yararlanilarak hesaplanir. Bu miktar tayini sonuglari, kuru drog iizerinden

% miktar olarak hesaplanir (26).

1.2.3. Deneyler

1.2.3.1. Kurutmada Kayip Miktar Tayini

Onceden deney sartlarinda 100-105 °C’lik etiivde sabit vezne getirilmis cam
tartim kab1 igerisine 1 g civarinda drog 6rnegi tam olarak tartildi. Isitma islemi i¢in 1
saat siire ile 100-105 °C’lik etiivde bekletildikten sonra desikatore alinip, 30 dakika
sogutuldu ve ardindan tartildi. Isitma, sogutma ve tartma islemlerine, tartimlardan
son ikisi arasindaki fark 0.5 mg’dan fazla olmayacak sekilde sabit vezne gelinceye

kadar, devam edilerek, drogun icerdigi yiizde kurutmada kayip miktar1 hesaplandi.
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1.2.3.2. Total Kiil Miktar Tayini

Deney sartlarinda 6nceden 600 + 25 °C’lik Heraeus marka yakma firininda
sabit agirhiga getirilen bir porselen kroze igerisine 1 g civarinda drog tam olarak
tartilarak kondu. Drog igeren kroze, dnce 100-105 °C’lik etiivde 1 saat bekletildi
ardindan 600 + 25 °C’lik yakma firininda 1 saat siireyle yakildi. 30 dakika desikator
icerisinde sogutulmaya birakildiktan sonra tartim islemi gerceklestirildi. Yakma,
sogutma ve tartma islemlerine, tartimlardan son ikisi arasindaki fark 0.5 mg’dan
fazla olmayacak sekilde sabit vezne gelinceye kadar, devam edilerek, drogun icerdigi

yiizde total kiil miktar1 hesaplandi.

1.2.3.3. Siilfat Kiilii Miktar Tayini

Deney sartlarinda onceden 600 + 25 °C’lik Heraeus marka yakma firininda
sabit agirliga getirilen bir porselen kréze icerisine 1 g civarinda drog tam olarak
tartilarak kondu. Uzerine 2 ml % 10’luk siilfiirik asit ¢ozeltisi damla damla ilave
edildikten sonra dnce su banyosunda kuruluga kadar, ardindan tablal1 1sitictda duman
¢ikist bitene kadar 1sitild1 ve son olarak 600 + 25 °C’lik yakma firinina konularak, 1
saat slireyle yakildi. Desikatorde 30 dk sogutulduktan sonra birka¢ damla % 10’luk
stilfiirik asit ¢ozeltisinden tekrar ilave edildi, yukarida bahsedilen sekilde tekrar
isitildr ve yakildi. Desikatorde 30 dk sogutulmasinin ardindan, birka¢ damla %
15.8’lik amonyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilerek aym sekilde 1sitilip, yakildi.
Desikatorde 30 dk sogutulduktan sonra tartildi. Drog igeren krozenin agirligr sabit
vezne gelinceye kadar, yakma ve sogutma islemlerine devam edildi. Buradan drogun

icerdigi siilfat kiilii bulunarak, yilizde olarak hesaplanda.
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1.2.3.4. Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini

Deney sartlarinda 6nceden 600 + 25 °C’lik Heraeus marka yakma firininda
sabit agirhifa getirilen bir porselen kroze icerisine 1 g civarinda drog tam olarak
tartilarak kondu. Drog igeren kroze, dnce 100-105 °C’lik etiivde 1 saat bekletildi
ardindan 600 + 25 °C’lik yakma firininda 1 saat siireyle yakildi. 30 dakika desikator
igerisinde sogutulmaya birakildiktan sonra tartim islemi gerceklestirildi. Yakma,
sogutma ve tartma islemlerine, kiilii iceren krézenin agirligi sabit vezne gelinceye
kadar devam edildi. Krozenin icine 15 ml distile su ve 10 ml derisik hidroklorik asit
konuldu. Krozenin agz1 saat cami ile kapatilarak, plak 1sitict tizerinde 10 dk siireyle
1sitildi. Soguduktan sonra kiil birakmayan siizgeg¢ kagidindan (589 Black ribbon)
stiziilerek, siiziintii notr oluncaya kadar sicak distile suyla siizge¢ kagidi yikandi.
Uzerinde kalan bakiyeyle birlikte siizgeg kagidi tekrar krdzenin igerisine konuldu ve
son iki tartim arasindaki fark 0.5 mg’dan fazla olmayacak sekilde sabit vezne
gelinceye kadar 1sitma ve yakma islemlerine devam edildi. Boylece drogun % olarak

hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil miktar1 hesaplandi.

1.2.3.5. Droglarin ince Tabaka Kromatografisi (I.T.K) ile Teshis ve

Kontrolii

1.2.3.5.1. Ornek ve Standart Cézeltilerin Hazirlamis:

Onceden 100-105 °C’lik etiivde sabit vezne getirilen drog drneklerinden 1 g
civarinda toz drog 6rnegi tam olarak tartildi. 10 ml metanol ile geri ¢eviren sogutucu
altinda, kaynar halde 2 dakika siireyle bekletildi. Sogumasini takiben filtre edildi ve

elde edilen filtrat, 6rnek ¢6zelti olarak kullanildi.
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Standart ¢ozelti : 5 mg protopin, 5 ml kloroformda ¢6ziildii. Bu ¢ozeltiye Sp

kodu verildi.

1.2.3.5.2. Deneyin Yapihsi

0.25 mm kalinliginda 20x20 cm boyutlarindaki Kieselgel 60 F2s4 (Merck) hazir
kromatografi plagina HP-1, HP-2, HP-3, HP-4 kodlu 6rnek ¢ozeltilerden 60’ar pl
Hamilton marka enjektor kullanilarak, 2 cm uzunlukta ve bant seklinde tatbik edildi.
Plak tizerinde ilk ve son 6rnek ¢6zeltilerinin yanlara protopin referans ¢ozeltisi de
yine Hamilton marka enjektor kullanilarak 1 cm uzunlukta bant seklinde tatbik
edildi. Kromatografi plagi toluen-kloroform-metanol-%26’1ik amonyum hidroksit
(5:3:1:1 damla) ¢oziicii sisteminde 1 kez develope edildi. Plak, kromatografi
tankindan c¢ikarildiktan sonra kurutularak iizerindeki mobil fazin uzaklastirilmasi
saglandi. Ardindan 254 ve 366 nm dalga boylarindaki UV 151k altinda incelendi.
Daha sonra plaga Dragendorff reaktifi piskiirtiilerek tekrar degerlendirildi.

Dragendorff reaktifi piiskiirtiilmeden dnce ve sonra plagin fotograflar: ¢ekildi.

1.2.3.6. Total Alkaloit Miktar Tayini

1.2.3.6.1. Total Alkaloit Ekstresinin Hazirlanisi

Onceden 100-105 °C’lik etiivde sabit vezne getirilen drog drneklerinden 10 g
civarinda toz drog 6rnegi tam olarak tartildi. 35 ml’lik bir karisim (5 kisim % 17°lik
amonyak c¢ozeltisi, 10 kisim % 96’lik etanol ve 30 kisim peroksitsiz eter) ile beher
icinde muamele edilerek nemlendirildi ve iyice karistirildi.

Hazirlanan karigim kiigiik bir perkolatore alindi. 10 ml amonyak — etanol — eter
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karigimi ile kap ve karistirma aleti yikand1 ve yikama sivisi, perkolatdrdeki karisima
ilave edildi. Bu sekilde drog, 4 saat siire ile perkolator icerisinde bekletilerek masere
edildi. Daha sonra 250 ml peroksitsiz eterle tiiketildi. Alkaloit ekstraksiyonun bitip
bitmedigini saptamak icin perkolatdorden 1 ml perkola alinarak, kuruluga kadar
distillendi. Bakiye 0.5 ml H2SOa ile ¢oziilerek, alkaloit varligi Mayer ve Dragendorff
belirtegleri (21) ile kontrol edildi. Perkola, rotavaporda 150 ml’ye kadar
yogunlastirilip, ayirma hunisi igerisine alindi. 5 kez 25 ml’lik 0.5N HSO; ile
calkalanmak suretiyle ekstre edildi. Asit fraksiyonlar % 17’lik amonyak ¢ozeltisi ile
pH 9-9,5 olana kadar alkalilendirildikten sonra 5 defa, 20 ml peroksitsiz eter ile yine
ayirma hunisinde g¢alkalanmak suretiyle ekstre edildi. Elde edilen eterli kisimlar
birlestirildikten sonra 10 ml su ile yikandi ve su atildi. Eterli kisim algak basing
altinda rotavaporda kuruluga kadar distillendi. Bu sekilde total alkaloit ekstresi elde

edilmis oldu.

1.2.3.6.2. Total Alkaloit Miktar Tayini Deneyinin Yapilisi

Hazirlanan total alkaloit ekstresi, 15 dakika su banyosunda 1sitildiktan sonra 10
ml peroksitsiz eter ile ¢oziindiiriildii ve tizerine, 20 ml 0.02 N ayarli H2SOy4 ilave
edildi. Eter, rotavaporda geri distillendi. Cozeltiye 30 damla metil kirmizisi-karisim
belirteci (3) eklendi. Asidin fazlasi 0.02 N ayarli NaOH ile 6nceden pembe olan renk

yesil renge donene kadar titre edildi.
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1.2.3.6.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi ve Ayarlanmasi

1.2.3.6.3.1. 0.1 N Siilfiirik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi

Kaynatilmis, sogutulmus, distile su 1000 ml’lik balon jojeye konuldu. 2.8 ml %
98’lik derisik siilfiirik asit (Riedel-de Haen) biiret yardimi ile {izerine ilave edildi.
1000 ml’ye kaynatilmis sogutulmus distile su ile tamamlandi. Boylece 0.1 N siilfiirik

asit ¢ozeltisi hazirlanmis oldu (20).

1.2.3.6.3.2. 0.02 N Siilfiirik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi

Hazirladigimiz 0.1 N siilfiirik asit ¢ozeltisinden biiret yardimiyla 200 ml
almarak, 1000 ml’lik balon joje igerisine aktarildi. 1000 ml’ye kaynatilmis
sogutulmus distile su ile tamamlandi. Boylece 0.02 N siilflirik asit ¢ozeltisi

hazirlanmis oldu (20).

1.2.3.6.3.3. 0.02 N Siilfiirik Asit Cozeltisinin Ayarlanmasi

270 °C’lik etiivde 1 saat kuruluga kadar 1sitilarak, sabit vezne getirilen, susuz
sodyum karbonattan (Riedel-de Haen) yaklasik 30 mg civarinda tam tartim alindi. 30
ml kaynatilmis sogutulmus distile suda ¢oziildii. Uzerine 0.1 ml metil oranj reaktif
¢ozeltisi (3) ilave edilerek, hazirlanan 0.02 N siilflirik asit ¢ozeltisi ile kirmizi-sar1
renk olusana kadar titre edildi. Titre edilmis ¢6zelti dikkatle 1sitilarak karbondioksit
ortamdan uzaklastirildi. Sogumasini takiben kirmizi-sar1 renk tekrar ortaya ¢ikincaya
kadar titrasyona devam edildi.

1 ml 0.02 N siilfiirik asit ¢ozeltisi 1.0598 mg susuz sodyum karbonata esdeger

olup, faktdr = Teorik sarfiyat/Pratik sarfiyat formiiliinden yararlanilarak hesaplanda.
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(16, 20)

1.2.3.6.3.4. 0.1 N Sodyum Hidroksit Cozeltisinin Hazirlanmasi

Yaklagik 4.2 g sodyum hidroksit (Riedel-de Haen) tartildi. Birkag ml
kaynatilmis sogutulmus distile su ile 1000 ml’lik bir balon joje igerisinde yikanarak,
karbonatindan kurtarildi. Daha sonra kaynatilmis sogutulmus distile su ile 1000

ml’ye tamamlandi (20).

1.2.3.6.3.5. 0.02 N Sodyum Hidroksit Cozeltisinin Hazirlanmasi

Hazirlanmis olan 0.1 N sodyum hidroksit ¢ozeltisinden 200 ml’si biiret
yardimiyla 1000 ml’lik bir balon jojeye alindi. Kaynatilmis sogutulmus distile su ile
1000 ml’ye tamamlandi. Bu sekilde 0.02 N sodyum hidroksit ¢ozeltisi hazirlanmis

oldu (20).

1.2.3.6.3.6. 0.02 N Sodyum Hidroksit Cozeltisinin Ayarlanmasi

0.02 N sodyum hidroksit ¢6zeltisinin ayarlanmasi i¢in, daha 6nce hazirlanan
ayarl1 0.02 N siilfiirik asit ¢ozeltisinden 25 ml biiret ile dl¢iilerek bir erlenmayere
alind1. Uzerine 3 damla metil kirmizis1 karisim reaktif ¢ozeltisi damlatildi. Olusan
kirmizi-viyole renk, yesile doniinceye kadar 0.02 N sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile
titre edildi. Cozeltinin faktorii;

25 X Tsiilfirik asit = Fsodyum hidroksit X t, formiiliinden yararlanarak hesaplandi (20).

t = sarfedilen 0.02 N sodyum hidroksit miktar1 (ml olarak).
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1.2.3.7. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Protopin Miktar

Tayini

1.2.3.7.1. Alkaloit Ekstresinin Hazirlanisi

200 mg civarinda tam olarak tartilan drog, santrifiij tiipiine konuldu ve
tizerine 5 ml % 2’lik hidroklorik asit ¢ozeltisi ilave edildi. Ultrasonik banyoda, 40
°C’de 5 saat siire ile maserasyona tabi tutuldu. Bu islemi takiben 1 ml derisik
amonyum hidroksit ve 4 ml distile su eklenerek, 5000 rpm’de 10 dk boyunca
santriflij edildi. Toz droga ait partikiiller ¢oktiikten sonra tistte toplanan sivi faz bagka
bir tiibe aktarildi. Distile su ile 10 ml’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 3 ml alinarak
Extrelut-N (Merck) kolonuna yiiklendi. 10 dk bekletildikten sonra Extrelut-N kolonu
icerisinden 3x15 ml olacak sekilde kloroform gegirmek suretiyle eliisyon yapildi. Ele

gecen kloroformlu ¢ozelti algak basing altinda kuruluga kadar distillendi.

1.2.3.7.2. Ornek Cézeltilerinin Hazirlamsi
200 mg drogdan hareketle ekstraksiyonu yapilan HP-1, HP-2, HP-3 ve HP-4
kodlar1 verilen orneklere ait alkaloit ekstreleri, 1 ml metanolde ¢oziildii. Cozeltiler

Sem Concept Syringe 0.45 um, 100x13 mm (teflon) filtreden siiziildii.

1.2.3.7.3. Standart Protopin Cozeltisinin Hazirlanisi
Bir balon joje igerisinde, 2 mg saf protopin 6rnegi tam olarak tartildi. Metanol
ile 10 ml’ye tamamlanarak igerisinde bulunan protopin ¢oziindiiriildii. Cozelti Sem

Concept Syringe 100x13 mm, 0.45 pum filtreden siiziildii. Bu 6rnege Ps kodu verildi.
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1.2.3.7.4. Standart Protopine Ait Ol¢ii Egrisinin Hazirlanmasi
Ps kodlu ¢ozeltiden 15 pg/ml, 30 pg/ml, 45 pg/ml, 60 pg/ml, 90 pg/ml, 120
pug/ml olmak tizere 6 farkli konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlandi. Her birinden iig¢
sefer 20°ser ul uygulanarak, alan degerleri 6lgiildii (Tablo 27). Uygulanan miktara
kars1 okunan alan degerleriyle protopine ait bir Sl¢ii egrisi ve regresyon denklemi
hazirland1 (Sekil 1). Standart protopine ait kromatogram ve UV spektrumu ise

sirasiyla Sekil 2 ve 3’de verilmistir.

1.2.3.7.5. Deneyin Yapilisi

Hazirlanan ¢ozeltilerden ii¢ paralel uygulama olacak sekilde her birinden {i¢
kez Hamilton enjektdr yardimiyla 20 pl uygulama yapildi. Okunan alan degerlerine
karsilik gelen miktarlar, 6l¢ii egrisinden yararlanilarak hesaplandi. Protopin miktar
tayini sonuglari kuru drog tizerinden % miktar olarak tespit edildi.
Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi Analiz Sartlari:
Cihaz: Hewlett Packard 1100 [Katerner pompa, vakum degas, termostatli kolon
kompartmani, manuel enjektor (20 pl lup, Rheodyne 77251)]
Kolon: Hichrom C1g (250 mm x 4.6 mm ID, 5 pm)
Mobil Faz: Asetonitril-amonyum asetat (10 mM, asetik asitle pH 3’e ayarlanmustir,
20:80)
Akis Hizi: 1ml/dk
Dedektor: Agilent DAD-1200
Dalga Boyu: 240 nm
Kolon Sicakligr: 35°C

Elde edilen verilerin analizi “Agilent Chem Station Software” ile yapildi.
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1.3. ASETILKOLINESTERAZ iNHIiBiTOR AKTIVITE TAYINi
Asetilkolinesteraz inhibitor aktivite tayini i¢in in vitro Ellman ydntemine

dayali mikroplaka deneyinden yararlanilir (18, 42).

1.3.1. Yontem

1.3.1.1. Alkaloit Ekstresinin Hazirlanisi

Toz edilmis S5g civarinda bitkisel materyal, 3 defa metanolle ultrasonik
banyoda, oda sicakliginda maserasyona birakilmak suretiyle ekstre edilir. Metanol
algak basing altinda kuruluga kadar distillendikten sonra bakiye ilizerine % 2’lik
H2SO4 ¢ozeltisi ilave edilerek c¢oziiliir. Asitli ¢ozelti dietileterle yikanir. Sulu asitli
¢ozelti, pH 9-10 olana kadar baziklendirilir ve kloroformla ekstre edilir. Birlestirilen
kloroformlu kisimlar susuz sodyum siilfat kullanilarak suyundan kurtarildiktan sonra

stiziiliir ve organik ¢6ziicii rotavaporda kuruluga kadar distillenir.

1.3.1.2. Deneyin Yapihisi
Hazirlanan ekstrenin  metanolde uygun konsantrasyonlarda ¢ozeltileri
hazirlandiktan sonra g¢ozeltilerin absorbanslar1 405 nm dalga boyunda mikroplaka

okuyucu yardimiyla 6l¢iiliir ve ekstrelerin 1Cso degerleri hesaplanir.
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1.3.2. Deney

1.3.2.1. Alkaloit Ekstresinin Hazirlanisi

Tam olarak tartilmis 5 g civarinda toz haldeki bitkisel materyal, 3 defa 5 ml
metanolle ultrasonik banyoda 30 dk siireyle oda sicakliginda ekstre edildi. Metanol
alcak basing altinda kuruluga kadar distillendikten sonra bakiye 10 ml % 2 lik H2SO4
cozeltisi ilave edilerek ¢oziildi. Asitli ¢ozelti dietileterle (3x 10 ml) yikandi. Sulu
asitli ¢Ozelti, derisik amonyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH 9-10 olana kadar
baziklendirildi ve kloroformla (3x 10 ml) ekstre edildi. Birlestirilen kloroformlu
kisimlar susuz sodyum siilfat kullanilarak suyundan kurtarildiktan sonra siiziildii ve

organik ¢oziicii rotavaporda Kuruluga kadar distillenerek alkaloit ekstresi hazirlandi.

1.3.2.2. Deneyin Yapihisi

Alkaloit ekstrelerinin metanolde 0.006-600 pg/ml konsantrasyon araliginda
¢ozeltileri hazirlandi. Standart olarak daha once Galanthus woronowii Losinsk.
bitkisi tizerinde ¢aligma grubumuz tarafindan yiiriitiilen arastirmalarda (65) saf olarak
elde edilen ve spektral bulgular1 (1D ve 2D NMR, UV, IR, MS) anabilim dalimizda
bulunan galantamin (0.003-300 pg/ml) kullanildi. Standart ve ornek c¢ozeltileri
mikroplakaya (96 kuyucuklu) uygulandi. 405 nm dalga boyunda mikroplaka
okuyucu kullanilarak ¢ozeltilerin absorbanslart saptandi. Sonug olarak ICso degerleri
GraphPad Prism V3.0 (GraphPad Software, San Diago, CA) programi kullanilarak

hesaplandi.
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BOLUM I11

BULGULAR

1. BOTANIK ARASTIRMALARIN BULGULARI

1.1. ANATOMIK BULGULAR

1.1.1. Kéke ait inceleme ve Bulgular

Kok enine kesitleri anatomik olarak incelendiginde, en dista epidermis ile
kabuk parenkimasi hiicre geperlerinin siibrinlesmesiyle meydana gelen eksodermisin
bulundugu goriilmektedir. Endodermis, eksodermise birlesik haldedir ve net bir
aymrim yapilamamaktadir. Primer korteks bulunmayip, kok korteksi kalin ceperli
parenkimatik hiicrelerden meydana gelen sekonder korteksten ibarettir. Bu korteks
hiicrelerinin distan ice gidildikce ¢eperleri kalmlasmaktadir. Ozellikle dis kisimda
bulunan bazi korteks hiicrelerinin siiberinlesmis oldugu goézlenmis olup mantar
tesekkiilii bulunmamaktadir. Etrafi floem tabakasi ile kapli olan ksilem bir daire
tizerine radyal olarak dizilmis trake ve trakeitlerden olugsmaktadir. Ksilem ile floem
arasinda bariz bir kambiyum tespit edilememis olup, kambiyum bolgesi ayirt
edilebilmektedir. iletim demetleri kolateral olup, parenkimatik hiicreler igerisine

yerlesmistir.
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Resim 4. Kok Enine Kesitinin Genel GOriindisii;

a- Eksodermis, b- Kok Korteksi, c- Floem, d- Parenkimatik Hiicreler, e- Ksilem

e
0.12 mm

Resim 5. Kok Enine Kesiti;
a- Eksodermis, b- Kok Korteksi, c- Floem, d- Trake
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1.1.2. Govdeye ait inceleme ve Bulgular

Govde enine kesitleri anatomik olarak incelendiginde, govdenin dairesel ve
epidermis hiicrelerinin dis ylizeyinin ince bir kutikula ile ortiili oldugu
gorilmektedir. Epidermis hiicrelerinin dorsal ¢eperleri ¢ok kalin, ventral c¢eperleri
ince, lateral ¢eperleri ise ventral g¢eperlere gore c¢ok daha incedir. Epidermis
hiicrelerinin arasinda yer alan stomalar kseromorf tiptedir. Govde epidermis
hiicrelerinin altinda yer alan, ince ¢eperli ve kloroplast tasiyan parenkimatik mezofil
hiicreleri 2-5 hiicre sirasindan olusmaktadir. Bu mezofil hiicreleri distan merkeze
dogru biiyiimekte ve ceperleri incelmektedir. Hiicreler arasi bosluklar belirgin ve
distan merkeze dogru nispeten azalmaktadir. Bunlarin i¢ kisminda c¢eperleri
kalinlasmis ve odunlagsmis kollenkima hiicreleri bulunmaktadir. Bu distan merkeze
dogru ¢aplar1 biiyiiyen kollenkima hiicrelerinin ¢eperleri incelmektedir. Govdenin
merkezi, buradaki hiicrelerin pargalanmasindan dolayr bosluk olusturmustur. Bu
kollenkima hiicrelerinin igerisinde, kapali kolateral iletim demetleri yer almaktadir.
Bu iletim demetleri dis kisimlarindan sklerankima demetleri ile desteklenmektedir.
Iletim demetleri bu doku icerisinde bir daire seklinde, genis araliklarla dizilmistir ve

govdenin kalinligina gore sayilar1 5-9 arasinda degismektedir.

Govde epidermisi ylizeysel olarak incelendiginde, epidermis hiicreleri uzun,

uclar1 sivri, ¢eperleri ince ve stomalar anomositik tiptedir.
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Resim 6. Govde Enine Kesitinin Genel Goriiniisii

sroe = o

e
0.12mm

Resim 7. Govde Enine Kesiti
a- Kutikula, b- Kollenkima, c- Mezofil Hiicresi, d- Epidermis e- Sklerankima

Demeti, f- Stoma, g- Floem, h- Ksilem
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Resim 8. Govde Epidermisinin Yiizeysel Goriiniisii

1.1.3. Yapraga ait Inceleme ve Bulgular
Yaprak bifasiyal olup, palisat parenkimasi tek, siinger parenkimasi 4-5 hiicre
sirasindan olugsmaktadir. Alt ve {ist epidermis hiicreleri kutikula ile ortiiliidiir. Hem
alt, hem de tist epidermiste yer alan stomalar kseromorf tiptedir. Her hangi bir tiiy
yapismna rastlanmamgtir. Iletim demeti kolateral tiptedir. Yaprak kenarlarindaki
epidermis hiicreleri dis ylizeye dogru c¢ikinti yaparak konik seklinde papil
olusturmaktadir.
Yaprak ylizeysel kesitlerinde, {ist epidermisin az dalgali oldugu ve stoma
komsu hiicre sayisinin 3-6 arasi degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir. 3-5 arasinda
degisen stoma komsu hiicrelerine sahip alt epidermisin ise ¢cok dalgali oldugu ve her

iki epidermiste bulunan stomalarin anomositik tipte oldugu dikkat ¢cekmektedir.
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Resim 9. Yaprak Enine Kesit
a- Kutikula, b- Palisat Parenkimasi, c- iletim Demeti, d- Ust Epidermis, e- Alt

Epidermis, f- Stinger Parenkimasi

Resim 10. Yaprak Enine Kesitte Stoma
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Resim 11. Yaprak Kenarindaki Papiller

Resim 12. Yaprak Ust Epidermisinin Yiizeysel Goriiniisii ve Stoma
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0.12 mm

Resim 13. Yaprak Alt Epidermisinin Yiizeysel Goriiniisii ve Stoma

1.1.4. Meyveye ait inceleme ve Bulgular

Meyvenin bogumlu yapisindan dolayi, meyve enine kesitleri tohumlu kisim
ve tohumsuz kisim olmak iizere iki par¢a halinde incelenmistir.

1.1.4.1. Tohumsuz Kisim

Eksokarp hiicrelerinin dis yiizeyinde ince bir kutikula bulunmaktadir. Dorsal
¢eper kalin, ventral ¢eper ince, lateral ¢eper daha ince. Eksokarp hiicrelerinin altinda
2-5 sira ince ¢eperli kloroplast tasiyan parenkimatik hiicreler seklinde mezokarp
hiicreleri bulunmaktadir. Bunlarin altinda bulunan mezokarp hiicrelerinin ¢eperleri
kalinlasmis ve odunlasmis olup, basit gecitleri belirgindir. fletim demetleri ¢eperleri
kalinlasmis ve odunlagmis olan bu mezokarp hiicreleri arasinda goriilmektedir. Bu iki

mezokarp hiicre sirasinin altinda diger hiicrelere gore daha biiyiik, ¢eperlerinde
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kalinlasma goriilmeyen, kloroplast igermeyen hiicreler yer almaktadir. Stomalar
kseromorf tiptedir. Tohumsuz kisimlardan alinan enine kesitlerde endokarp yapisina

rastlanmamustir.

1.1.4.2. Tohumlu Kisim
Eksokarp hiicrelerinin dis yiizeyinde ince bir kutikula bulunmaktadir.
Perikarp1r olusturan eksokarp hiicrelerinin dorsal ¢eperleri olduk¢a kalin, ventral
ceperleri hafif kalin, lateral ceperleri ise incedir. Mezokarpta agst kalinlasma
goriilmektedir. Mezokarp hiicreleri iki kisimdan ibaret olup, distan merkeze dogru ilk
kisim eksokarpin i¢ kisminda yer alan 5-7 sira ince c¢eperli, kloroplast tasiyan
parenkimatik hiicreler seklindedir. Distan merkeze dogru gidildik¢e hiicrelerin
boylarinin arttig1, tasidiklar1 kloroplast miktarlarinin azaldigi ve bazi hiicrelerde
kloroplast bulunmadigi saptanmistir. Endokarpin disinda kalan ikinci kisim
mezokarp hiicrelerinin ise boylarinin diger hiicrelerden kiiciik ve hiicre ¢eperlerinin
lignifiye oldugu tespit edilmistir. Mezokarp hiicreleri igerisinde, kapali kolateral
iletim demetleri yer almaktadir ve bunlar dis yiizeyine bakan kisimlarinda bulunan
sklerankima demetleri ile desteklenmektedir. Stomalar kseromorf tiptedir. Endokarp
yapist bulunmaktadir ve endokarp1 olusturan hiicrelerin sklerankima lifi seklinde
biitliin ¢eperlerinde kalinlasma ve odunlasma tespit edilmistir. Mezokarp hiicreleri
arasinda tohumdan geldigini tahmin ettigimiz yag damlalar1 goriilmektedir.
Meyva eksokarp1 yiizeysel olarak incelendiginde eksokarp hiicreleri uzun,

uclar sivri, ¢eperleri ince ve stomalar anomositik tiptedir.
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Resim 15. Meyvenin Tohumlu Kisminin Enine Kesiti

a- Endokarp, b- Lignifiye olmus mezokarp hiicresi, c- Ince ¢eperli mezokarp hiicresi

d- Eksokarp, e- Iletim Demeti, f- Sklerankima Demeti
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Resim 16. Meyve Enine Kesitinde Stoma

Resim 17. Meyve Yiizeysel Kesiti ve Stoma
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1.1.5. Tohuma ait inceleme ve Bulgular

Perikarpin i¢ kisminda yer alan tohum genel olarak testa, ezilmis besi doku,
pigment tabakasi, endosperma ve embriyodan meydana gelmektedir. Testa ince
ceperli bir kac¢ hiicre sirasindan olusmaktadir. Testa epidermisi igerisinde basit
prizmatik billurlar dikkat cekmektedir. Teste epidermisinin altinda c¢eperleri
kalinlasmis malpighi hiicreleri bulunmaktadir. Ezilmis besi doku seffaf, uzun ve
yassilagmis hiicrelerden olugmaktadir. Ezilmis besi dokunun altinda pigment tabakasi
belirgin bir sekilde ayirt edilebilmektedir. Pigment tabakasinin i¢ kisminda yag ve

aleron iceren endosperma hiicreleri yer almaktadir.

Resim 18. Tohum Enine Kesiti;

a- Endokarp b- Testa Epidermisi, c- Basit Prizmatik Billur, d- Malpighi Hiicreleri e-
Ezilmis Besi Doku, f- Pigment Tabakasi, g- Endosperma

49



1.1.6. Cicege ait inceleme ve Bulgular

Cigek petallerinden alinan yiizeysel kesitler anatomik olarak incelendiginde,
petalin u¢ kisimlarinda iist epidermisin az dalgali, alt (dis) epidermisin ¢ok dalgali
oldugu tespit edilmistir. Ust (i¢) epidermis hiicreleri dis yiizeye dogru ¢ikint1 yaparak
papil olusturmaktadir. Ig endospermanin papilli hiicreleri igerisinde bulunan pigment
noktaciklari ¢ok sayida ve belirgindir. Her iki epidermiste yer alan stomalar az sayida
ve anomositik tipte olup, komsu hiicre sayilar1 3-6 aras1 degiskenlik gostermektedir.
Petalin dip kisimlarinda stoma tespit edilememistir. Alt ve iist epidermisi olusturan
hiicrelerin boylar1 petalin u¢ kismindaki hiicrelere nazaran uzun ve diktortgenimsidir.
Pigment noktaciklari az sayidadir.

Diiz eksin zart bulunan polenler kiiremsi-yayvan sekilde olup, bikolpat

yapidadir.

e
0.05 mm

Resim 19. Cicek Ust Epidermis Yiizeysel Gériiniis ve Kutikula Noktaciklari
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s
0.04 mm

Resim 20. Cigek Alt (D1s) Epidermis Yiizeysel Goriiniis

Resim 21. Cigek Ust (i¢) Epidermis ve Papiller
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0.04 mm

Resim 22. Polen Tanesi

1.1.7. Toz Droga ait inceleme ve Bulgular

Toz drogun mikroskobik incelenmesinde, yesil renkli yaprak ve govde
pargalarina, stomali ve stomasiz govde, meyve, ¢igcek ve yaprak epidermis
hiicrelerine, bikolpat yapidaki, oval sekilli, diiz eksin zari1 bulunan polenlere ve
yapraga ait papil yapisina rastlanmaktadir. Ayrica ¢ok sik olmasa da bol miktarda

yag damlasi igeren endosperma parcalar1 goriilebilmektedir.
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Resim 23. Govde Epidermisi ve Stoma

Resim 24. Meyve Eksokarp1 ve Stoma
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Resim 25. Cicek i¢ Epidermisi ve Kutikula Noktaciklar1

Resim 26. Yaprak Epidermisi ve Stoma
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Resim 27. Yaprak Kenarindaki Papiller

Resim 28. Toz Drogda Endosperma
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Resim 29. Toz Drogda Polen Tanesi
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1.2. KALITE KONTROL VE MIKTAR TAYINIi CALISMALARINA

AIT BULGULAR

1.2.1. Kurutmada Kayip Miktar Tayini

HP-1, HP-2, HP-3 ve HP-4 kodlu 6rnekler iizerinde 3 paralel halinde, Avrupa
Farmakopesi ve Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu Tiirk Farmakopesi’nde (3, 21)
yer alan yontem kullanilarak kurutmada kayip miktar tayini deneyleri yapilmistir. Bu

deneyler sonucunda elde edilen veriler asagida yer almaktadir. (Tablo3-6).

Tablo 3. HP-1 Orneginde Yapilan Kurutmada Kayip Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktari (g) % Kurutmada Kayip Miktari
1.0000 9.5200
1.0003 9.4071
1.0010 9.5304

Ortalama: % 9.4858

Tablo 4. HP-2 Orneginde Yapilan Kurutmada Kayip Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktar (g) % Kurutmada Kayip Miktan
1.0044 7.2481
1.0054 7.3205
1.0076 7.8106

Ortalama: % 7.4597
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Tablo 5. HP-3 Orneginde Yapilan Kurutmada Kayip Miktar Tayini Sonuglari

Drog Miktar (g) % Kurutmada Kayip Miktar
1.0054 8.0664
1.0009 7.8629
1.0027 7.9186

Ortalama: % 7.9493

Tablo 6. HP-4 Orneginde Yapilan Kurutmada Kayip Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktar (g) % Kurutmada Kayip Miktar
1.0000 6.7400
1.0041 6.8818
1.0043 6.7808

Ortalama: % 6.8009

1.2.2. Total Kiil Miktar Tayini

HP-1, HP-2, HP-3 ve HP-4 kodlu 6rnekler iizerinde 3 paralel halinde, Avrupa
Farmakopesi ve Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu Tiirk Farmakopesi’nde (3, 21)
yer alan yontem kullamilarak total kiil miktar tayini deneyleri yapilmistir. Bu

deneyler sonucunda elde edilen veriler asagida yer almaktadir (Tablo 7-10).

Tablo 7. HP-1 Orneginde Yapilan Total Kiil Miktar Tayini Sonuglari

Drog Miktari (g) % Total Kiil Miktar
1.0031 11.8233
1.0049 11.7823
1.0023 11.6931

Ortalama: % 11.7662
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Tablo 8. HP-2 Orneginde Yapilan Total Kiil Miktar Tayini Sonuglari

Drog Miktar (g) % Total Kiil Miktar:
1.0033 11.6615
1.0015 11.4928
1.0025 11.6110

Ortalama: % 11.5884

Tablo 9. HP-3 Orneginde Yapilan Total Kiil Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktar (g) % Total Kiil Miktar
1.0025 18.5736
1.0003 18.5044
1.0037 18.6410

Ortalama: % 18.5730

Tablo 10. HP-4 Orneginde Yapilan Total Kiil Miktar Tayini Sonuglari

Drog Miktar (g) % Total Kiil Miktar:
1.0029 14.0193
1.0027 14.0221
1.0008 13.9888

Ortalama: % 14.0101

1.2.3. Siilfat Kiilii Miktar Tayini

HP-1, HP-2, HP-3 ve HP-4 kodlu 6rnekler iizerinde 3 paralel halinde, Avrupa
Farmakopesi ve Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu Tiirk Farmakopesi’nde (3, 21)
yer alan yontem kullanilarak siilfat kiili miktar tayini deneyleri yapilmistir. Bu

deneyler sonucunda elde edilen veriler asagida yer almaktadir (Tablo11-14).
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Tablo 11. HP-1 Orneginde Yapilan Siilfat Kiilii Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktar (g) % Siilfat Kiilii Miktar
1.0011 15.3231
1.0025 15.6807
1.0017 15.3938

Ortalama: % 15.4659

Tablo 12. HP-2 Orneginde Yapilan Siilfat Kiilii Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktar (g) % Siilfat Kiilii Miktar
1.0059 15.2798
1.0055 15.2416
1.0063 15.4129

Ortalama: % 15.3114

Tablo 13. HP-3 Orneginde Yapilan Siilfat Kiilii Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktar (g) % Siulfat Kiilii Miktar:
1.0074 21.9476
1.0013 21.4321
1.0029 22.1059

Ortalama: % 21.8285

Tablo 14. HP-4 Orneginde Yapilan Siilfat Kiilii Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktar (g) % Silfat Kiilii Miktar:
1.0064 17.1701
1.0004 17.1032
1.0036 17.2579

Ortalama: % 17.1771




1.2.4. Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini

HP-1, HP-2, HP-3 ve HP-4 kodlu 6rnekler tizerinde 3 paralel halinde, Avrupa

Farmakopesi ve Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu Tiirk Farmakopesi’nde (3, 21)

yer alan yontem kullanilarak hidroklorik asitte ¢ozlinmeyen kiil miktar tayini

deneyleri yapilmistir. Bu deneyler sonucunda elde edilen veriler asagida yer

almaktadir (Tablo15-18).

Tablo 15. HP-1 Orneginde Yapilan Hidroklorik Asitte C6ziinmeyen Kiil Miktari

Tayin Sonuglari

Drog Miktari (g) % HCI de Coziinmeyen Kiil Miktari
1.0060 1.6103
1.0017 1.5574
1.0041 1.5437

Ortalama: % 1.5705

Tablo 16. HP-2 Orneginde Yapilan Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar1

Tayin Sonuglari

Drog Miktar (g) % HCI de Coziinmeyen Kiil Miktari
1.0020 1.5868
1.0036 1.6042
1.0027 1.5258

Ortalama: % 1.5723
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Tablo 17. HP-3 Orneginde Yapilan Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar

Tayin Sonuglari

Drog Miktar (g) % HCI de Coziinmeyen Kiil Miktari
1.0025 3.6316
1.0003 3.5065
1.0037 3.5967

Ortalama: % 3.5783

Tablo 18. HP-4 Orneginde Yapilan Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktari

Tayin Sonuglari

Drog Miktari (g)

% HCI de Coziinmeyen Kiil Miktari

1.0029 3.5497
1.0027 3.4806
1.0008 3.2974

Ortalama: % 3.4426

1.2.5. Droglarin ince Tabaka Kromatografisi (I.T.K) ile Teshis ve

Kontroliine Ait Bulgular

Solvan sistemi olarak toluen-kloroform-metanol-amonyum hidroksit (5: 3: 1: 1

damla) ¢6ziicti sistemi kullanilan ve 0.25 mm kalinliginda 20x20 cm boyutlarindaki

Kieselgel 60 F2ss (Merck 5715) hazir kromatografi plagina uygulama yapilan

kromatografik ¢alismalarda, baslangig¢ ¢izgisinden itibaren, ¢oziicii 17 cm yiikselecek

sekilde develope edilen kromatografi plaginin, 254 ve 366 nm dalga boylarindaki

UV 1sik altinda ¢ekilen fotograflart Resim 30 ve 31°de, Dragendorff reaktifi

puskiirtiildiikten sonra ¢ekilen fotografi ise Resim 32°de goriilmektedir.
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Resim 30. Protopin Teshisi i¢in 254 nm UV Isik Altinda Cekilen Fotograf

Resim 31. Protopin Teshisi i¢in 366 nm UV Isik Altinda Cekilen Fotograf
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Resim 32. Protopin Teshisi i¢in Dragendorff Belirteci Piiskiirtiildiikten Sonra

Cekilen Fotograf

1.2.6. Total Alkaloit Miktar Tayinine Ait Bulgular
HP-1, HP-2, HP-3 ve HP-4 kodlu 6rnekler iizerinde 3 paralel halinde, DAB
10’da (15) yer alan yontem kullanilarak total alkaloit miktar tayini deneyi

yapilmistir. Sonuglar protopin ve kuru drog tizerinden yiizde olarak verilmistir.

Tablo 19. HP-1 Ornegine Ait Total Alkaloit Miktar Tayini Sonuglart

Drog Miktar (g) % Total Alkaloit Miktar1
10.0015 0.1239
10.0011 0.1037
10.0004 0.0904
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Tablo 20. HP-1 Ornegine Ait Total Alkaloit Miktar Tayini Sonuglarinin Istatistiksel

Olarak Degerlendirilmesi

N Mean

St. Sapma Min

Max

0.1060

0.0193 0.0904

0.1239

Tablo 21. HP-2 Ornegine Ait Total Alkaloit Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktar (g) % Total Alkaloit Miktar:
10.0021 0.1015
10.0017 0.0951
10.0002 0.0822

Tablo 22. HP-2 Ornegine Ait Total Alkaloit Miktar Tayini Sonuglarinin Istatistiksel

Olarak Degerlendirilmesi

N Mean

St. Sapma Min

Max

3 0.0929

0.0111 0.0822

0.1015

Tablo 23. HP-3 Ornegine Ait Total Alkaloit Miktar Tayini Sonuglari

Drog Miktar (g) % Total Alkaloit Miktar:
10.0033 0.2396
10.0013 0.2205
10.0007 0.2200

Tablo 24. HP-3 Ornegine Ait Total Alkaloit Miktar Tayini Sonuglarinin Istatistiksel

Olarak Degerlendirilmesi

N Mean

St. Sapma

Min

Max

0.2267

0.0113

0.2200

0.2396
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Tablo 25. HP-4 Ornegine Ait Total Alkaloit Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktar (g) % Total Alkaloit Miktar:
10.0002 0.0886
10.0041 0.1090
10.0035 0.1079

Tablo 26. HP-4 Ornegine Ait Total Alkaloit Miktar Tayini Sonuglarinin Istatistiksel

Olarak Degerlendirilmesi

Mean St. Sapma

Min

Max

0.1018 0.0111

0.886

0.1090

1.2.7. YUKSEK BASINCLI SIVI KROMATOGRAFISi (HPLC) iLE

PROTOPIN MIKTAR TAYIiNi

1.2.7.1. Protopin Olcii Egrisinin Hazirlanmasi

Protopin miktar tayini ig¢in gerekli olan, standart olarak protopin kullanilan

Olgtimler sonucunda bulunan degerler Tablo 27°de, bu degerlerle ¢izilen 6lgii egrisi

ve regresyon denklemi Sekil 1°de verilmistir.

Tablo 27. HPLC’ye Uygulanan Protopin Konsantrasyonuna Karg1 Okunan Alan

Degerleri

Konsantrasyon (ng/ml)

Ortalama Alan Degerleri

15 301.28707
30 680.73458
45 988.01420
60 1409.38387
90 1973.80864
120 2650.26619
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Protopin Standart Olgii Egrisi
y = 22.15862x+4.16731
R? = 0.9990
2500

2000 i

1500

Alan Degerleri

1000 —*

500

0 20 @ & 80 %00 120 Ameuntinglul]

Konsantrasyon

Sekil 1 : Protopin Standart Olgii Egrisi Regresyon Denklemi

Standart olarak kullanilan protopinin kromatogrami ve UV spektrumu Sekil 2

ve Sekil 3’de yer almaktadir.
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Sekil 2 : Standart Protopine ait HPLC Kromatogrami (Rt=13.868)

awa

- S == ——— — ——— === = —
220 290 250 280 00 20 30 30 380 am

Sekil 3 : Standart Olarak Kullanilan Protopine ait UV Spektrumu

67




HPLC ile miktar tayini caligmalarinda DAD (Diode Array Detector)
dedektorii kullanilmistir. UV spektrumlar karsilastirildiginda, 1000 iizerinden 999
uyum tespit edilmistir. HP-1, HP-2, HP-3 ve HP-4, kodlu 6rneklerden hazirlanan

ekstrelerin  HPLC kromatogramlart ve UV spektrumlar1 sekil (4-11) de

goriilmektedir.

1.2.7.2. HP-1 Ekstresine Ait SeKiller

DAD1 A, 5ige240,4 Ret380,100 (PRO240002789.0)

12 14 10 18 mn

Sekil 4 : HP-1 Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami (Rt=14.203)

DADA, 13158 (0.4 mAU, 82) Rete 10 059 of PRO240002784.0

-\~ e

A # \
15 \\ ///' \\
. A A \
0 \‘/’/

Sekil 5 : HP-1 Ekstresine Ait Protopin Pikinin UV Spektrumu
(RT=14.203, Standart Protopin ile Uyumu=999.247)

68



1.2.7.3. HP-2 Ekstresine Ait SeKiller

Sekil 6 : HP-2 Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami (R1=13.434)

Sekil 7 : HP-2 Ekstresine Ait Protopin Pikinin UV Spektrumu
(RT=13.434, Standart Protopin ile Uyumu=999.451)

1.2.7.4. HP-3 Ekstresine Ait Sekiller

Sekil 8 : HP-3 Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami (Rt=14.177)
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Sekil 9 : HP-3 Ekstresine Ait Protopin Pikinin UV Spektrumu
(RT=14.177, Standart Protopin ile Uyumu=999.252)

1.2.7.5. HP-4 Ekstresine Ait SeKiller

Sekil 10 : HP-4 Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami (R1=13.264)

Sekil 11: HP-4 Ekstresine Ait Protopin Pikinin UV Spektrumu
(Rt=13.264, Standart Protopin ile Uyumu=999.613)
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1.2.7.6. Ekstrelere Ait Protopin Miktar Tayini Sonuglari
Yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile kuru drog iizerinden, daha
once belirtilen yontemle hesaplanmis protopin miktar tayini sonuglar1 asagida

verilmistir. Her bir 6rnek i¢in 3 ayri paralel ¢alisma yapilmistir (Tablo 28-35).

Tablo 28. HP-1 Orneginde HPLC Y&ntemiyle Protopin Miktar Tayini Sonuglari

Drog Uygulanan Okunan ]
) % Protopin
Drog Miktar Miktar Alan
Miktan
(mg) (ul) Degeri
20 799.52313 0.05982
HP-1 200 mg 20 792.48480 0.05929
20 799.02112 0.05978
20 816.49847 0.06109
HP-1 200 mg 20 824.83746 0.06173
20 818.04700 0.06122
20 798.67767 0.05976
HP-1 200 mg 20 808.46735 0.06050
20 805.06732 0.06024

Tablo 29. HP-1 Orneginde HPLC Y®éntemiyle Protopin Miktar Tayini Sonuglarinin

[statistiksel Olarak Degerlendirilmesi

N Mean St. Sapma Min Max
9 0.06038 0.00088 0.05929 0.06173
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Tablo 30. HP-2 Orneginde HPLC Y®&ntemiyle Protopin Miktar Tayini Sonuglari

Drog Drog Miktar1 | Uygulanan Okunan Alan | % Protopin
(mg) Miktar (ul) Degeri Miktari

20 935.95856 0.07008

HP-2 200 mg 20 931.67493 0.06976
20 940.31329 0.07041

20 911.67212 0.06826

HP-2 200 mg 20 924.12653 0.06919
20 919.17010 0.06882

20 924.49286 0.06922

HP-2 200 mg 20 928.26965 0.06951
20 921.62103 0.06901

Tablo 31. HP-2 Orneginde HPLC Y®&ntemiyle Protopin Miktar Tayini Sonuglarinin

[statistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Mean

St. Sapma

Min

Max

0.06936

0.00067

0.06826

0.07041

Tablo 32. HP-3 Orneginde HPLC Y®6ntemiyle Protopin Miktar Tayini Sonuglart

Drog Drog Miktarn1 | Uygulanan Okunan Alan %Protopin
(mg) Miktar (ul) Degeri Miktan
20 1799.43030 0.13503
HP-3 200 mg 20 1809.05242 0.13575
20 1807.11011 0.13561
20 1807.88684 0.1367
HP-3 200 mg 20 1795.16345 0.13471
20 1805.36914 0.13548
20 1818.68274 0.13648
HP-3 200 mg 20 1835.91321 0.13778
20 1839.70728 0.13806
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Tablo 33. HP-3 Orneginde HPLC Y&ntemiyle Protopin Miktar Tayini Sonuglarmin

Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

N Mean St. Sapma Min Max
9 0.13606 0.00120 0.13471 0.13806

Tablo 34. HP-4 Orneginde HPLC Y®&ntemiyle Protopin Miktar Tayini Sonuglari

Drog Drog Miktar1 | Uygulanan Okunan Alan % Protopin
(mg) Miktar (ul) Degeri Miktar:

20 1240.14758 0.09296

HP-4 200 mg 20 1250.73132 0.09376
20 1256.33997 0.09418

20 1251.01733 0.09378

HP-4 200 mg 20 1236.96558 0.09273
20 1263.28210 0.09470

20 1247.02502 0.09348

HP-4 200 mg 20 1264.98535 0.09483
20 1266.50574 0.09495

Tablo 35. HP-4 Orneginde HPLC Y®6ntemiyle Protopin Miktar Tayini Sonuglarinin

[statistiksel Olarak Degerlendirilmesi

N Mean St. Sapma Min Max
9 0.09393 0.00043 0.09273 0.09495
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1.3. ASETILKOLINESTERAZ INHIBITOR AKTIVITE TAYININE
AIT BULGULAR

HP-1, HP-2, HP-3 ve HP-4 kodlu ornekler iizerinde, in vitro Ellman
yontemine dayalt mikroplaka deneyinden yararlanilarak asetilkolinesteraz inhibitor
aktivite tayini deneyi gerceklestirilmistir. Orneklerden hazirlanan alkaloit
ekstrelerine, standart olarak kullanilan protopine ve pozitif kontrol olarak kullanilan

galantamine ait ICso degerleri Tablo 36°da yer almaktadir.

Tablo 36. Asetilkolinesteraz inhibitér Aktivite Tayini Sonuglar

Kod 1Cso

HP-1 21.20 pg/ml
HP-2 15.14 pg/ml
HP-3 29.05 pg/ml
HP-4 14.14 pg/ml
Protopin 23.59 pg/ml
Galantamin 0.043 pg/mi
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BOLUM IV

TARTISMA

1. BOTANIK ARASTIRMALAR

Calismamizda Ege Bolgesi’ndeki farkli lokalitelerden, ¢igekli halde iken
toplanan Hypecoum procumbens L. subsp. atropunctatum A. E. Dahl bitkisinin
tayininde yardimci olmak amaciyla, hazirlanan alkol materyalinden yararlanilarak
kok, govde, yaprak, meyve, tohum ve cicege ait anatomik karakterler belirlenmistir.
Ayrica ileride Herba Hypecoi droguna ait bir monografin hazirlanmasina yardimci
olmak amacuyla, toz drog 6rnekleri de anatomik olarak incelenmistir.

Bu caligmalarda, yapragin bifasiyal oldugu, yaprak kenarlarindaki epidermis
hiicrelerinin dis yiizeye dogru ¢ikint1 yaparak konik seklinde papil olusturdugu ve her
iki epidermiste, ice gomiik halde bulunan stomalarin anomositik tipte oldugu
belirlenmigtir. Yaprakta her hangi bir tily yapisina rastlanmamastir.

Koke ait enine kesit incelendiginde, endodermisin, eksodermise birlesik halde
oldugu ve net bir ayirim yapilamadigi belirlenmistir. Ksilem, bir daire {izerine radyal
olarak dizilmis trake ve trakeitlerden olusmaktadir ve etrafi floem tabakasi ile
kaphdir. Iletim demetleri kolateral tiptedir ve parenkimatik hiicreler igerisine
yerlesmistir.

Govdeden alinan enine kesitte, govdenin dairesel oldugu ve epidermis
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hiicrelerinin dis ylizeyinin ince bir kutikula ile kapl oldugu goriilmiistiir. Epidermis
hiicrelerinin dorsal ¢eperlerinin ¢ok kalin, ventral ¢eperlerinin ince ve lateral
ceperlerin ise ventral c¢eperlere gore ¢ok daha ince oldugu saptanmistir. Ceperleri
kalinlasmis ve odunlagmis kollenkima hiicreleri mezofil hiicrelerinin i¢ kisminda yer
almaktadir ve dis kisimlarindan sklerankima demetleri ile desteklenen kapali
kollateral iletim demetleri bu kollenkima hiicrelerinin igerisinde bulunmaktadir.

Meyveye ait incelemeler, meyvenin bogumlu yapisindan dolay1 tohumlu kisim
ve tohumsuz kisim iizerinde ayri ayr1 yapilmistir. Tohumsuz kisimda, meyveye ait
incelemelerde eksokarp hiicrelerinin dis ylizeyinde ince bir kutikula bulundugu, bu
hiicrelerin altinda yer alan mezokarp hiicrelerinin ise ¢eperlerinin ince oldugu ve bol
kloroplast icerdigi goriilmektedir. Tohumlu kisimda ise tohumsuz kisimdan farkl
olarak, mezokarpta ags1 kalinlasma ve endokarp yapisi goriilmektedir. Endokarp1
olusturan hiicrelerin sklerankima lifi seklinde biitiin g¢eperlerinde kalinlasma ve
odunlagma tespit edilmistir. Stomalar ice gdmiilmiis ve anomositik tiptedir.

Cigek petallerinden alinan yiizeysel kesitlerde, iist epidermis hiicrelerinin dis
yiizeye dogru ¢ikint1 yaparak papil olusturdugu ve i¢ endospermanin papilli hiicreleri
icerisinde bulunan pigment noktaciklarimin ¢ok sayida ve belirgin oldugu
goriilmiistiir. Ayrica diiz eksin zar1 bulunan polenler kiiremsi-yayvan sekilde olup,
bikolpat yapidadir.

Tohum enine kesitleri incelendiginde testa epidermisi igerisinde bulunan basit
prizmatik billurlar disinda karakteristik 6zellikte bir yapiya rastlanmamustir.

Genel olarak calismamiz sonucunda elde edilen bulgularin literatiir ile uyum
gosterdigi saptanmustir (36, 45, 62). Inceledigimiz kaynaklarda bitkinin yaprak orta
damar1 etrafinda, c¢igek sepallerinde ve meyve mezokarpinda siit borularinin

bulundugu belirtilmistir (36, 45). Ancak ¢alismalarimiz sirasinda farkli lokalitelerden
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toplanmis orneklerden alinan enine ve boyuna kesitler ile toz drog orneklerinde siit

borular1 mevcut imkanlar dahilinde tespit edilememistir.

1.2. KALITE KONTROL VE MIKTAR TAYINi ARASTIRMALARI

Tezimizin konusunu olusturan Hypecoum procumbens L. subsp. atropunctatum
A. E. Dahl bitkisine ait Herba Hypecoi droglar1 iizerinde kalite kontrolleri igin esas
olabilecek bazi temel deneyler gergeklestirilmistir.

Kalite kontrol deneyleri igin, Avrupa Farmakopesi (21) ve Avrupa
Farmakopesi Adaptasyonu Tiirk Farmakopesi’nde (3) yer alan bazi ana yontemler
esas alinmigtir. Bu amagla farmakopede yer alan, gravimetrik esasli kurutmada kayip,
total kiil, siilfat kiilii, hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil miktar tayini yontemleri
uygulanmustir.

Droglarin teshis ve saflik kontrolleri icin, ince tabaka kromatografisi (1.T.K.)
calismalar gerceklestirilmistir.

Drog 6rneklerindeki total alkaloit miktari, DAB 10°da (15) Herba Fumariae
drog monografisinde yer alan total alkaloit miktar tayini yonteminden yararlanilarak
gerceklestirilmis olup, titrimetrik esasli bir yontemle tayin edilmistir.

Ayrica fizyolojik ve farmakolojik etkileri nedeniyle, bitkinin tasidigi ana
alkaloitlerden biri olan protopinin miktar tayini hazirlanan drog 6rneklerinde yiiksek

basingli s1vi kromatografisi yontemiyle (HPLC) gergeklestirilmistir.
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1.2.1. Kurutmada Kayip, Total Kiil, Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil
ve Siilfat Kiilii Miktar Tayini

Hypecoum procumbens L. subsp. atropunctatum A. E. Dahl bitkisinden
hazirlanan droglar iizerinde gergeklestirilen nem miktar tayini denemelerinde,
ortalama degerler olarak, HP-1 kodlu 6rnek i¢in % 9.4858, HP-2 kodlu 6rnek igin %
7.4597, HP-3 kodlu 6rnek igin % 7.9493, HP-4 kodlu 6rnek icin ise % 6.8009 nem
orani saptanmistir.

Total kiil miktar tayini deneyleri sonucunda, ortalama deger olarak HP-1 kodlu
ornek i¢in % 11.7662, HP-2 kodlu 6rnek i¢in % 11.5884, HP-3 kodlu 6rnek i¢in %
18.5730, HP-4 kodlu 6rnek i¢in ise % 14.0101 total kiil orani tespit edilmistir.

Hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil miktar tayini deneylerinde ise ortalama
deger olarak HP-1 kodlu 6rnegin % 1.5705, HP-2 kodlu 6rnegin % 1.5723, HP-3
kodlu ornegin % 3.5783, HP-4 kodlu ornegin ise % 3.4426 hidroklorik asitte
¢oziinmeyen kiil oranina sahip oldugu bulunmustur.

Siilfat kiilii miktar tayini deneylerinin total kiil miktar tayinine goére daha sabit
sonuclar verebilecegi diisiincesiyle yaptigimiz calismalarda, ortalama degerler olarak,
HP-1 kodlu 6rnek i¢in % 15.4659, HP-2 kodlu 6rnek igin % 15.3114, HP-3 kodlu
ornek i¢in % 21.8285, HP-4 kodlu 6rnek igin ise % 17.1771 oraninda siilfat kiilii
saptanmistir.

Bu ¢alismalarda elde edilen sonuglarin, ilerde hazirlanabilecek Herba Hypecoi

droguna ait bir monograf olusumuna katkida bulunabilecegi belirtilebilir.

1.2.2. I.T.K. ile Teshis ve Saflik Kontrolleri
Droglarin 1.T.K ile saflik ve kalite kontrolii i¢in yapilan ¢alismalarda ¢dziicii

sistemi olarak, anabilim dalimizda farkli Fumaria tiirlerinden hazirlanan ve protopin
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ihtiva eden Herba Fumariae droglari tizerinde daha 6nce gergeklestirilen ¢alismalarda
yararlanilan  toluen-kloroform-metanol-amonyum  hidroksit  (5:3:1:1  damla)
kullanmilmustir (6, 22, 41, 51). Developmandan sonra kromatografi plaklari 6nce 254
ve 366 nm dalga boylarindaki UV 1sik altinda ve daha sonra Dragendorff reaktifi
piiskiirtiilerek incelenmistir. Incelenen drog 6rneklerinin hepsinde protopin varlig

tespit edilmistir (Resim 32).

1.2.3. Total Alkaloit Miktar Tayini

Bitkinin i¢ermis oldugu total alkaloit miktarini tespit etmek amaciyla DAB
10’da (15) yer alan titrimetrik esasli total alkaloit miktar tayini yontemi kullanilmistir.
Total alkaloit i¢erigi, kuru drog ve protopin tizerinden hesaplanmis olup, HP-1 kodlu
ornegin % 0.1060, HP-2 kodlu 6rnegin % 0.0929, HP-3 kodlu 6rnegin % 0.2267 ve
HP-4 kodlu 6rnegin % 0.1018 oraninda total alkaloit icerdigi saptanmistir. Incelenen
ornekler arasinda en fazla total alkaloit igerigine, Yapagilar, Usak’dan toplanmis
olan HP-3 kodlu 6rnegin sahip oldugu bulunmustur. Daha 6nce Hypecoum pendulum
L. bitkisinin toprak iistii kisimlarinda alkaloitlerin bromokrezol yesili ile reaksiyona
girmesi suretiyle sar1 renkli kompleks olusturmasina dayali spektrofotometrik esasl
total alkaloit miktar deneyi sonucunda %0.0390 oraninda total alkaloit tespit

edilmistir (67).

1.2.4. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisiyle (HPLC) Protopin Miktar
Tayini

Protopin, gostermis oldugu fizyolojik ve farmakolojik etkileri nedeniyle
izokinolin alkaloitleri arasinda dnemli bir yere sahiptir. Bu nedenle bu alkaloidin

bitkideki miktarinin tayin edilmesi kalite kontrol calismalar1 agisindan G6nem

79



tasimakta ve dolayisiyla arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Literatiirde protopin
miktar tayini i¢in yiiksek basinghi sivi kromatografisi basta olmak iizere farklh
yontemlerin kullanildigi ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (Tablo 1, Sayfa 11-16).
Protopin igeren bitkilerden, yogun olarak arastirilan Fumaria L. tiirlerinde % 0.11-
0.47 araliginda protopin miktar1 tespit edilmistir (80, 84, 87). Hypecoum
leptocarpum Hook. f. et Thoms bitkisinde protopinin RP-HPLC yontemiyle miktar
tayini yapilmis ve incelenen iki farkli 6rnegin % 0.10 ve % 2.37 protopin igerdigi
bildirilmistir (95).

Hypecoum procumbens L. subsp. atropunctatum A. E. Dahl bitkisinden
hazirladigimiz 6rnekler {izerinde s6z konusu alkaloidin varligi yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) ile tayin edilmistir. Bu uygulamanin sonucunda elde edilen
kromatogramlar ve UV spektrumlari, “Bulgular” kisminda yer almaktadir.

Yapilan ¢alismada kuru drog iizerinden hesaplanmak suretiyle HP-1 kodlu
ornekte % 0.06038, HP-2 kodlu 6rnekte % 0.06936, HP-3 kodlu 6rnekte % 0.13606,
HP-4 kodlu 6rnekte % 0.09393 oraninda protopin varligi bulunmustur. En yiiksek
protopin miktarinin Yapagilar, Usak’dan toplanmis olan HP-3 kodlu oOrnekte, en
diisiik protopin miktarinin ise Bornova, Izmir’den toplanan HP-1 kodlu 6rnekte
oldugu goriilmiistiir. Incelenen &rneklerin protopin miktar1 agisindan farklilik
gostermesinin, bitkinin genetik yapisina, yetisme ortamina ve toplama zamanindaki
vejetasyon doneminin farkli olmasina bagli olabilecegi belirtilebilir. Calismamiz
neticesinde elde edilen sonuglarin, Tablo 1°de (Sayfa 11-16) goriilen Papaveraceae
familyasi bitkilerinin bazilarinin igerdigi protopin miktarlarina esit veya genel olarak

da diisiik oldugu goriilmektedir.
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1.3. ASETILKOLINESTERAZ INHIBITOR AKTIVITE TAYINI

Asetilkolinesteraz inhibitor aktivite tayini i¢in in vitro Ellman ydntemine
dayali mikroplaka deneyinden yararlanilmistir. Alkaloit ekstrelerinin ve protopin
alkaloidinin uygun konsantrasyonlarda (0.006-600 pg/ml) ¢6zeltileri hazirlandiktan
sonra absorbanslar1 405 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu yardimiyla 6l¢iilmiis
ve ICso degerleri GraphPad Prism V3.0 software (GraphPad Software San Diego,
CA) kullanilarak hesaplanmistir (18, 42). Galantaminin pozitif kontrol olarak
(1C50=0.043 pg/ml) kullanildig1 ¢alismada, HP-1, HP-2, HP-3 ve HP-4 kodlu alkaloit
ekstrelerinin 1Cso degerleri sirasiyla 21.20 pug/ml, 15.14 pg/ml, 29.05 ug/ml ve 14.14
ug/ml, protopinin ise 23.59 pg/ml olarak bulunmustur. Protopinin asetilkolinesteraz
inhibitdr aktiviteye sahip oldugu literatiirde kayithdir (35). Caligmalarimiz
Hypecoum procumbens L. subsp. atropunctatum A. E. Dahl drog &rneklerinin

belirgin aktiviteye sahip oldugunu gdstermistir.
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BOLUM V

SONUCLAR VE ONERILER

Arastirmamizda ilk olarak, {lilkemizde yabani olarak yetisen Hypecoum
tiirlerinden biri olan Hypecoum procumbens L. subsp. atropunctatum A. E. Dahl
bitkisinin tayinine yardimeci kok, govde, yaprak, meyve, tohum ve g¢igege ait
anatomik karakterler belirlenmistir. Ayrica Herba Hypecoi droguna ait ilerde
hazirlanabilecek monografin yazilmasia kaynak olusturabilmek amaciyla, toz drog
ornekleri iizerinde mikroskobik incelemeler yapilmistir. Tiirkiye’de yetisen
Hypecoum tiirleri iizerinde benzer calismalar yapilmasinin ve bu arastirmalarin
sonuclarinin karsilastirilmasinin amaglanan hedefler dogrultusundaki énemini ortaya
koymaktadir.

Arastirmamizin ikinci asamasinda Hypecoum procumbens bitkisinin kaynak
olarak secildigi Herba Hypecoi drogu i¢in yazilacak monografta yer alabilecek kalite
kontrol deneylerine yonelik bazi arastirmalar yapilmistir. Bu cercevede, farkl
lokalitelerden toplanmis HP-1, HP-2, HP-3 ve HP-4 kodlu ornekler iizerinde
kurutmada kayip, total kiil, siilfat kiilii ve hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil
miktarlar1 Avrupa Farmakopesi’nde yer alan yontemler esas alinarak tayin edilmistir.
Elde edilen bulgulardan, ileride hazirlanabilecek bir monografta séz konusu

deneylere ait sinir degerlerin saptanmasinda yararlanilabilir.
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Teshis amacli I.T.K. deneyinde, protopin varligim arastirmak igin, toluen-
kloroform-metanol-amonyum hidroksit (5:3:1:1 damla) ¢o6ziicii sistemi tek
developman olarak uygulanmistir. Kromatogramin degerlendirilmesinde, protopin
igin 254 ve 366 nm dalga boylarindaki UV 15181 altinda inceleme yapilmis ve ayrica
her ikisi i¢in de Dragendorff piiskiirtme belirtecinden yararlanilmistir.

Herba Hypecoi drogunun kalitesinin saptanmasinda total alkaloit miktar tayini
onemli bir deneydir. Bu amagla tarafimizdan uygulanan titrimetrik esasli yontem
kullanilmistir. Buna ilaveten, diger baska modern yontemlerin de arastirilip,
uygulanabilirligi degerlendirilmelidir.

Protopin eldesi i¢in bir kaynak s6z konusu oldugu takdirde, protopin elde
edilmesi i¢in Yapagilar, Usak civarindan toplanan bitkilerden yararlanilmasi
gerektigi belirtilebilir.

Asetilkolinesteraz inhibitor aktivite deneyinde ise HP-1, HP-2, HP-3 ve HP-4
kodlu bitkisel orneklerden hazirlanan alkaloit ekstrelerinin ICso degerleri sirasiyla
21.20 pg/ml, 15.14 pg/ml, 29.05 pg/ml ve 14.14 pg/ml olarak bulunmustur.

Incelenen Herba Hypecoi 6rneklerinin hepsinde belirgin aktivite gdzlenmistir.
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BOLUM VI

OZET

HYPECOUM PROCUMBENS L. SUBSP. ATROPUNCTATUM A. E.
DAHL BITKISININ KALITE KONTROL ACISINDAN

DEGERLENDIRILMESI

Bu c¢alismada, Tirkiye’de yabani olarak yetisen bir Hypecoum tiirii olan
Hypecoum procumbens L. subsp. atropunctatum A. E. Dahl bitkisi cesitli agilardan
ele alinarak ayrintili olarak incelenmistir.

Bitki {izerinde yiriitilen botanik c¢aligmalarda, bitkinin  tayininde
yararlanilabilecek ve muhtemel monografilerde yer alabilecek anatomik ve
mikroskobik 6zellikler arastirilmistir.

Kalite kontrol calismalar1 kapsaminda, ci¢ekli ve meyveli donemde farkli
lokalitelerden toplanan bitkilerden ayr1 ayri hazirlanan drog 6rneklerinde kurutmada
kayip, total kiil, hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil ve siilfat kiilii deneyleri
yapilmustir. Droglarin teshis ve saflik kontrollerinde yararlanmak amaciyla ince
tabaka kromatografisi (1.T.K.) kullanilmistir. Droglarm total alkaloit miktar tayinleri
titrimetrik bir yontemle tayin edilmistir. Ilave olarak, drog &rneklerinde protopin
miktari, yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile tayin edilmistir. En yiiksek
protopin miktart Yapagilar, Usak’dan toplanan 6rneklerde bulunmustur.

Bunlara ilaveten, drog oOrneklerinden hazirlanan alkaloit ekstrelerinin
asetilkolinesteraz inhibitor aktivitesi in vitro Ellman yontemine dayali mikroplaka
deneyinden yararlanilarak saptanmuistir.
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ABSTRACT

QUALITY CONTROL EVALUATION of HYPECOUM PROCUMBENS

L. SUBSP. ATROPUNCTATUM A. E. DAHL

In this study, Hypecoum procumbens L. subsp. atropunctatum A. E., which is
a wild-growing Hypecoum species of Turkey, has been thoroughly investigated by
several approaches.

In botanical investigations carried out on the plant, anatomical and
microscobical features, which may be used in the determination of the species and
may be included in a prospective monograph, were investigated.

In the course of the quality control studies, assays for loss on drying, total
ash, acid-insoluble ash and sulphated ash were carried out for the drug specimens
prepared from plants in flowering and fruiting period and collected from different
localities. Thin Layer Chromatography (TLC) was used for the identification and
purity control of the drug specimens. The total alkaloidal contents of the drugs were
determined by a titrimetric method. Moreover, the drug specimens were
quantitatively analyzed for protopine, by using High Pressure Liquid
Chromatography (HPLC). The highest content of protopine was detected in the
samples collected from Yapagilar, Usak.

Moreover, acetylcholinesterase inhibitory activity of the alkaloidal extracts
prepared from drug specimens were determined by using microplate assay based on

in vitro Ellman method.
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