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OZET

1934 yilindan beri iiretilen bir bitkisel ilag olan Lityazol Cemil bobrek taglarini

diigiiriicii olarak kullanilmaktadir. Bu ilacin ham maddesi Scolymus hispanicus adli
bitkinin k&k kabuklandir.

Bu c¢aligmanin konusunu Scolymus hispanicus'un litolitik etki g&steren
maddelerinin ekstraksiyonu ve izolasyonu olusturmaktadir. Scolymus hispanicus kok
kabuklarina uygulanan farmakognozik taramada triterpenik maddeler tasidig: tespit
edilmigtir. Bu maddelerin ekstraksiyonu i¢in uygun ve verimli yéntem aragtiritmigtir.
% 70'lik etanol ile kaynatmali ekstraksiyonun uygun oldugu belirlenerek ham ekstre bu
yolla hazirlanmgtir. Bu ekstrenin fraksiyonlanmasinda biyolojik aktivite kontrolleri
esas alinmistir. Izole sigan ileumu iizerinde gevsetici etki gdsteren fraksiyondan
kromatografik metodlarla etken maddeler izole edilmistir. Bu maddelerden biri
lizerinde UV, IR, 1H-NMR ve Kiitle spektrumlari alinarak yapi tayini gerceklestirilmis
ve a--amirin asetat oldufu tespit edilmisg, izole si¢an ileumunda gevsetici etkisi
g6zlenmistir.

Etanollii ekstre ve Lityazol Cemil'deki a-amirin asetat miktarini belirlemek igin
ITK Densitometrik yontem kullamlmistir. Izole edilen «--amirin asetat'in standart
olarak kullanildif1 bu ¢aligma sonunda ham ekstrede % 0.15, Lityazol Cemil'de %
0.01 oraninda bulundugu belirlenmigtir.

Ayrica Lityazol Cemil'in alkol miktar1 % 39.7, alkol derecesi 50° ve LD5(
degeri 10 ml/kg (ip) olarak saptanmgtir.

Anahtar Kelimeler: Scolymus hispanicus , o -amirin asetat, Alkol Miktar Tayini,
ITK-Dansitometre, UV,IR, 1H NMR, Kiitle Spektroskopisi.
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SUMMARY

Lityazol Cemil, a herbal pharmaceutical, has been produced and used in Turkey
since 1934 to pass kidney stones. It is an alcoholic extract of the root bark of Scolymus
hispanicus.

The present study concerns the extraction and isolation of litholytic substances
from Scolymus hispanicus. Since the plant is known to contain triterpenic compounds,
best yielding and suitable methods have been investigated for their extraction. Boiling
with 70 % ethanol was found to be the best method of extraction, therefore crude
extract was prepared this way. Bioassay guided fractionation was applied to detect the
active substances. Bioactive compounds were isolated by chromatographic techniques
from the fraction which exhibited relaxation on isolated rat ileum. One of these
compounds was proved to be o -amyrin acetate after UV, IR, 1H NMR and Mass
Spectrometric analysis. This compound also exhibited relaxant effect on isolated rat
ileum.

A TLC-densitometric method was' developed for the assay of o -amyrin acetate
in Lityazol Cemil and the ethanolic extract. The o -amyrin acetate isolated was used as
standard and its content in the pharmaceutical and the extract were found as 0.15 %
and 0.01 %, respectively.

Alcohol content, alcohol degree and LD5( of Lityazol Cemil were determined
as 39.7 %, 50° and 10 ml/kg (i.p.), respectively.

Key words: Scolymus hispanicus , o.-amyrin acetate, Alcohol Determination,
TLC-Densitometry, UV,IR, 1H NMR, Mass Spectrometry.
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1. GIRIS VE AMAC

Lityazol Cemil, 1934 yilindan beri iiretilmekte olan bir Tiirk bitkisel ilacidir.
Bobrek taglanini diigtiriicli olarak kullanilan ilag iilkemizde Trakya, Orta Anadolu ve sahil

bolgelerinde yaygin olarak yetisen Scolymus hispanicus adh bitkinin kdk kabuklarindan
hazirlanmaktadir. '

Ilaca adin1 veren ve ilacin mucidi olan Dr. Cemil Sener 1928 yilinda Manisa
yoresinde halkin "evketi Bostan" adin1 verdigi bitkinin yaygin sekilde kullanimin
g6zlemistir. Yore halk: bitkinin kékiinii suyla kaynatip igmekte, kok kabugunun salatasin
ve etli yemegini yapmakta ve bobrek ile mesanedeki kum ve taglan diigiirdligiini
sOylemektedir. Dr. Sener bu bilgilere dayanarak ii¢ y1l siiren bir aragtirma sonunda bu
bitkinin kok kabuklarinin ekstre fluidinin etkili maddeleri tasidifin1 gozlemleri ile
dogrulamis ve Saglhik Bakanlifina ruhsat almak igin bagvurmustur. iki yil siiren
incelemeler sonunda, 1934'de ilag "Lityazol Cemil" adi ile ruhsatlandinlmgtir. Ancak bu
ruhsatta bitkinin latince adi1 Kardiyyus mariyyanus (Carduus marianus) olarak
bildirilmigtir.

1988 yilinda miras¢inin ruhsati kendi adina tescil bagvurusu iizerine Saglik
Bakanlig1 ilacin hammaddesini olusturan bitkiyi teshis edilmek iizere Tibbi Bitkiler
Aragtirma Merkezi'ne gondermigtir. Burada yapilan inceleme ve literatiir taramasi sonucu
kullanilan bitkinin Scolymus hispanicus oldugu tespit edilmistir (9).

Bu galigmanin konusu ve amacini "Lityazol Cemil” adli miistahzarin hammaddesi
olan Scolymus hispanicus 'un kok kabuklarinin tagidig1 etken maddelerin izolasyonu,
yapi tayini ve farmakolojik etkilerinin aragtinlmasi olugturmaktadir.



2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Botanik Ozellikleri ve Yayilisi

Scolymus cinsi Compositae familyasina dahildir. Bu familya ¢ogu otsu, az bir
kismu ¢ali veya agag tipindeki bitkilerden olugmaktadir (10). Evrimi devam eden
gruplardan olup 20000 kadar tiirii diinyanin birgok yerinde yayilig gosterir (105).

Scolymus L.

Dikenli bir, iki veya ¢ok yillik otlardir. Govde dikensi kanatli. Yapraklar sert,
pinnatifit, dikensi digli. Kapitula homogamus, ligulat, sessil. Involukrum, fillarisleri cok
seriath, imbrikat. Reseptakulum konik yada elongat, paleseus. Brakteoller ovat, etrafi
akenlerle ¢evrili. Cigekler sar1. Akenler dorsalden basilmig. Pappus yok veya birkag sert
kil halinde. Baz1 érnekler, Cardueae iiyelerine benzer (24).

Tiirkiye florasinda ti¢ tiirii kayithidir. Bu iig tiiriin tayin anahtan su sekilde verilmektedir;

1) Govdeler kanatli ve beyaz kalinlagmig kenar yaprakli. En iistteki yapraklar
diizenli, tarak dikenli digli. Korollalar di§ ylizeyde siyah tiiylii. Pappus yok.

1. maculatus

1) Govdeler kanatli ve yapraklar hemen hemen kalin kenarli veya kalinlasma yok.
En iistteki yapraklar diizensiz, dikenli digli. Korollalar di§ yiizeyde beyaz tiiylii. Pappus
var.

2. Govde kanatlan aralikly, fillarisler seyrek tiiylii. 2. hispanicus

2. Govde kanatlan siirekli, fillarisler yogun scabrous. 3. grandiflorus

Scolymus hispanicus L., Sp. PL. 813 (1753)

70-80 cm'ye kadar yiikselebilen (11), tiiylii, dikenli, iki veya ¢ok yillik otsu bir
bitki. Goriiniig itibar1 ile devedikenine benzer (50,74). Govdeler diken disli kanatlarla
kapli. Yapraklar ovat, oblong-lanseolat, pinnatifit, derince disli, dikenli (24). Cigekler
sar1 renkli, sapsiz (50,74),g6vde boyunca diizenli olarak sirali ve yapraklarin
koltuklarinda bulunur (24) ve ii¢ dikenli brakte ile ¢evrili (50,74). Involukrum 1-2cm
genigliginde (24). Involukral brakteler tiiysiiz (75). Fillarisler, seyrek ince tiiyli,
lanseolat, sivri. Korolla dig yiizeyde beyaz tiiylii. Brakteol tepeye dogru daralmis.
Akenler 3-5 mm. Pappus 2-4 sert kills.




Scolymus hispanicus L.

(Compositae)




Ciceklenme zaman: 6-8, (14)
Yetigme ortarmu: Harap ve kunﬂu alanlar, ekilmemis tarlalar, yol kenarlari, 1600m

Yayilisi: Al: Tekirdag, Balikesir, Istanbul, A3: Zonguldak, A4: Kastamonu, A5: Sinop,
A6: Samsun, A7: Trabzon, B1: Izmir, B3: Isparta, B4: Ankara, C3: Antalya, C4: I¢el,
C5: Adana, C6: Hatay (74) (Harita 1).

Scolymus hispanicus, halk arasinda genel olarak "Alun dikeni, Sar1 diken" olarak
bilinmesinin yaninda (11); Izmir, Manisa yoresinde "Sevketi Bostan", Balikesir
yoresinde "Akkiz", Bigadi¢, Savagtepe yoresinde "Saricakiz", Konya Aksehir yoresinde
ise "Akdiken" adiyla bilinmektedir (9)..

2.2. Kimyasal Caligmalar

Literatiir taramasi sirasinda Scolymus hispanicus ile yapilmig ¢ok az sayida
kimyasal ¢aligmayarastlanda.

Scolymus hispanicus'un kok kabuklarinin petrol eterli ekstresinde; n-nonakosan
(1),&-amirin asetat (2), 0--amirin (3), o-amirin tetratriakontanoat (4) ve bir sterol karigim
olan B-sitosterol (5) ile stigmasterol (6), kloroform ekstresinde; oleanolik asit (7), alkol
ekstresinde; fruktoz (8) ve galaktozdan (9) olugan serbest sekerler ve mannitol (10)
varhig1 rapor edilmektedir (33). Bitkinin toprak iistii kisimlarindan; 6,8-di-C-
glukosilapigenin (11), biorobin (12), trifolin (13), saksifragin (14) isimli flavonoit
glikozitlerinin izole edildigi belirtilmektedir (78). Petallerle yapilan bir ¢aligmada
rosmarinik asit (15), orientin (16), kuersetin 5- glukozit (17) ve izoramnetin 3-galaktozit
rapor edilmektedir (79). Compositae familyas: bitkilerinin meyvalarinda yapilan bir
aragtirmada Scolymus hispanicus meyvalarinin flavanolignan tagimadig: belirtilmektedir
(65).

Ancak yukanda sozii edilen literatiir bilgilerinden daha onceki tarihlere rastlayan
bazi kimyasal ve farmakolojik aragtirmalarda bitki adi Cnicus benedictus (Syn: Carduus
benedictus) olarak verilmektedir. Fakat Lityazol Cemil'i iireten firma yetkilileri ad1 gegen
aragtirmalarda kullanilan drogun kendileri tarafindan temin edildigini ifade etmektedirler.
Bu arastirmalarda bitkinin petrol eterli ekstresinde; a-amirenon (19), a-amirin asetat (2),
a-amirin (3), kloroform ekstresinde; oleanolik asit (7), multiflorenol (20), multiflorenol
asetat (21), sitosteril-3-B-D-glikozit (22) varlig rapor edilmektedir (15, 93).
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2.3.Farmakolojik ve Klinik Caligmalar

Farmakolojik ¢aligmalarin ilkinde bitkinin sulu ekstresinin Izole kobay ileumu ve
izole sigan duodenumu iizerine antispazmodik ve relaksan, anesteziye edilmis kedide ise
hipotansif etki gosterdigi rapor edilmistir (14). Daha sonra hazirlanan bir doktora tezinde
ise bitkinin sulu ekstresinin aym izole organlarda benzer etkileri gosterdigi rapor
edilmigtir (15).

Bir bagka arastirmada ise Scolymus hispanicus kok kabugunun sulu ve etanollii
ekstresi ile yapilan farmakolojik ¢aligmalarda her iki ekstrenin izole sigan mide fundus
seritlerinde ve sigan duodenum, ileum ve fundus diiz kaslaninda kasic1 ve gevsetici
etkilerinin olmadif1 sonucuna vanlmgtir (90).

Tacin akut toksisitesi aragnrlmig ve albino farelerle yapilan bu caligmada LD5(: 12
mg/kg (i.p.) olarak bildirilmistir (91).

Ila¢ ile yapilmig olan tek klinik ¢aligma Izmir Devlet Hastanesinde Uroloji
kliniginde 1.1.1983- 31.12.1984 tarihleri arasinda 162 hasta lizerinde yapilan klinik
ara§t1rmadir. Caligma, iiriner sistem tag hastalif: sikayeti ile klinige miiracaat etmig, 17-62
yas grubu arasinda 104 erkek ve 58 kadin hasta iizerinde yapilmugtir. Teghisler radyolojik
ve laboratuvar tetkikleri yapilarak konmus, iiriner sistemde anatomik bozuklugu olmayan
hastalar caligmaya konu edilmigtir. Caligma grubuna giren hastalar, taglarin ebatlan 0.3-
lcm. olanlar arasindan seg¢ilmigtir. 20 giinde bir tetkike alinan hastalarda taslarin
lokalizasyonu gozlenmistir. Ilacin uygulama dozu tedavide 3x10 damla olarak
belirlenmis. Hastalara ayrica bol su i¢gmeleri, sicak banyo yapmalan ve bol hareket
etmeleri tavsiye edilmigtir. Aragtirmaya bobrek tagi, pelvis renalis tagi, iireter ve mesane
tagt konu olmugstur. Toplam vaka sayisinin 102 si poliklinikten, 60 1 ise klinikten takip
edilmistir. Poliklinikten takip edilen erkek hastalarin % 85'inde, klinikten takip edilenlerin
ise % 79'unda 2 ayhk tedavi sonunda taglann tamamunin diistiigii, klinikten takip edilen
vakalarin % 8'inde ise taglarn iireter ucuna takilmasi yliziinden cerrahi miidahale
gerektigi, tim vakalarda taglarin yer degistirdigi gdzlenmigtir. Poliklinikten takip edilen
kadin hastalarin % 67 sinde, klinikte takip edilenlerin ise % 55'inde 2.5 ayhk tedavi
sonunda taslarin diistiigii, poliklinik hastalarin % 5.5'unda, klinik hastalarin ise %
13.6'sinda tagin iireter alt ucuna takilmas: yiiziinden cerrahi tedavi uygulandif, diger tiim
vakalarda taglarin yer degistirdigi gézlenmigtir. Tiim hastalar tagin diigme siiresi iginde
daha az agn duyduklarini beyan etmiglerdir. Aragtinicilar ayrnica, Lityazol Cemil
uygulamasinda idrar pH sinin asit tarafa kaymasinin 6zellikle enfeksiyon taglannin
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digiiriilmesinde yararli oldugunu ifade etmisler, ilacin kullanma siiresi iginde higbir yan
etkiye rastlanmadigin: belirtmiglerdir (93).

2.4. Ilacin Uretimi

Bitkinin kokleri, tiretici firmanin talebi lizerine 6zel toplayicilar tarafindan Susurluk-
Manyas y6resinden 15 Eyliil tarihinden itibaren toplanip, kabuklar soyulmakta ve bu
kabuklar kurutulduktan sonra toplayicidan satin alinmaktadir. Bu sekilde S kg yas
drogdan 1 kg kuru drog elde edilmektedir.

Toplayicidan alinan kok kabuklari imalathanedeki etiivlerde yaklagik 100°C de
kurutulmakta ve 6giitiiciilerde kaba toz haline getirilmektedir. Bu toz drog, "1 kg drog
icin 1 L % 70 lik etanol” oranina gore 24 h maserasyona birakilmakta, bu siirenin
sonunda perkolatorlere yerlestirilmektedir. Bu iglem 20 kg lik konik-bakir perkolatorler
kullanilir. Perkolatorlere drog iizerine ¢ikacak kadar etil alkol ilave edilerek 48 h daha
bekletilmekte ve bu siire sonunda dakikada 70 damla akacak sekilde perkolat alinirken
alinan perkolat kadar etanol iistten esit miktarda ilave edilmektedir. Bu gekilde herbir
perkolatorden alinan itk 20 litrelik perkolatlar ayn olarak saklanmaktadir (1. Perkolat).

Ik perkolat alindiktan sonra yine dakikada 70 damla esasina gdré 1 kgdroga 6L
etanol kullanilacak sekilde perkolasyona devam edilmekte, bu islem yaklasik 40 giin
stirmektedir.

Ik perkolat ayrildiktan sonra toplanan perkolat, 75 L kapasiteli i¢ 1s1s1 78°C ye
¢ikan distilasyon cihazinda distile edilerek etanoliin bir kismi geri kazanilmakta,
distilasyon iglemi sonucunda balonda kalan sulu kisim yag banyosu ile kaynatilarak
yogun pekmez kivamina getirilmektedir (2. Perkolat). Bdylece elde edilen yogun ekstre
1. perkolat ile kanigtirthp filtre kagidindan siiziilmekte ve % 0.5 oraminda vanillin ilave
edilerek 24 h dinlendirilmektedir. Bu siire sonunda siiziilmekte ve 24 h dinlendirildikten
sonra ¢6kme oldugu taktirde tekrar siiziilmektedir.

Boylece elde edilen ilagta zamanla ¢okelme gozlense bile bu ¢okelti galkalhma ile
giderilebilmektedir. "1 kg drogdan 1kg ilag eldesi" amact ile 300 kg drogdan 42 giin
sonunda 300 kg ekstre fluid elde edilmektedir.

Elde edilen iiriiniin 6zellikleri sunlardir: pH: 5.5- 6.5, dzgiil agirlik: 0.96-0,99,
Viskozite: 3.25- 4.25. Koyu kahverengi renkli aci lezzetli ilag, 20 ml'lik damlalikli

siselerde satiga sunulmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kimyasal Caligmalarda Kullanmilan Bitkisel Materyal, Kimyasal
Madde, Reaktif ve Aletler

3.1.1. Bitkisel Materyal ve Lityazol Cemil

Bu galigmada 15-20 Eyliil 1991 tarihinde iiretici firma tarafindan Susurluk-Manyas
yoresinden ozel toplayicilara toplatilan ve ilag yapiminda kullanilmak iizere kurutulup
kaba toz haline getirilen kok kabuklar1 kullanildi. Bitki drnekleri, Anadolu Universitesi
Eczaciik Fakiiltesi Herbaryumunda saklanmaktadir. (ESSE 7050, 7552, 7959,8347,
9566).

Lityazol Cemil ile yapilan ¢aligmalarda Agustos-1991 iiretim tarihli ilaglar
kullanildi.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Etanol (Merck), (Teknik)
Kloroform (Merck), (Teknik)
Metanol ' (Merck), (Teknik)
n -Butanol (Merck)
n -Propanol (Merck)
Hekzan (Merck), (Teknik)
Toluen (Merck)
Eul asetat (Merck)
Amonyak (Merck)
Antimontrikloriir (Merck)
Asetik anhidrit (Merck)
Asetik asit (glasiyel) (Merck)
Bakar siilfat (Merck)
Civa kloriir (Merck)
Formaldehit (Merck)
Hidroklorik asit (Merck)
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Potasyum tartarat (Merck)
Silikotunstik asit (Merck)
Sodyum siilfat (Susuz) (Merck)
Sodyum tartarat (Merck)
Siilfiirik asit (Merck)

Silikajel G (Kolon Kromatografisi)  (Merck, 7733)
Silikajel G (ITK) (Merck, 7731)
- Silikajel GF 254 (ITK) (Merck, 7731)

Teknik ¢oziiciiler distile edilip saflagtinldiktan sonra kullanilmugtir.

3.1.3. Kimyasal Reaktifler

Vanilin-Silfiirik Asit Reaktifi (VSA): % 5'lik etanolik siilfiirik asit
soliisyonu (Soliisyon 1) ve % 1'lik etanolik vanillin soliisyonu (Soliisyon 2) hazirlanir.
Plaklar iizerine 1 numarali soliisyon piiskiirtiildiikten sonra 2 numarah soliisyon
pliskiirtiiliir 1siaalir ve lekeler belirir (40).

Vanilin-Fosforik Asit Reaktifi (VPA): 2 kisitm % 24'liik fosforik asit, 8
kisim etanolik vanillin ile kanigtinlir ve plaklar izerine piiskiirtiiliir. Isiildiktan sonra
lekeler belirir (40).

Kamorowsky Reaktifi (KOM): % 50'ik etanolik HpSO4 ¢ozeltisinden 1 ml
alinir ve % 2'lik etanolik 4-hidroksi benzaldehit ¢ozeltisinin 10 ml si ile kullanilmadan
hemen 6nce kangtirihir (40).

Carr-Price Reaktifi: 25 g antimontrikoriir 75 g kloroformda ¢oziiliir (23).

Fehling Reaktifi: Fehling A ve Fehling B reaktiflerinin kullaniimadan hemen
once esit miktarda kanstirnlmastyla hazirlanr (23).

Fehling A: 34.66 g bakr siilfat 200 ml suda ¢6ziiliir ve 500 ml'ye tamamlantr.

Fehling B: 173 g sodyum tartarat, potasyum tartarat ve 100g NaOH 300 ml suda
¢oziiliir ve 500 ml'ye kadar seyreltilir.

Mayer Reaktifi: 1.35 g civa kloriir 60 m! soguk suda ¢oziiliir ve 100 ml'ye
seyreltildikten sonra siiziiliirek kullanilir (23).
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Molisch Reaktifi: ki ayn ¢ozelti halinde uygulanir (23).
1) % 17'den az olmayacak konsantrasyonda HySO4
2) Timol'iin alkoldeki % 2-20'lik ¢ozeltisi.

Styassny Reaktifi: HCI ve formaldehitin (1:2) oramindaki kanigimi (23).

3.1.4. Kullanilan Aletler
5x60 cm'lik musluklu cam kolon
20x35, 20x15, 20x20 cm boyutlarinda cam plak
ITK Seti (J. Bibby Ltd. Science Product)
Elektronik Nem Tayin Cihazi (Shimadzu EB-280 MOC)
UV Spektrofotometresi (Shimadzu UV-240)
IR Spektrofotometresi (Shimadzu IR-435)
1H NMR Spektrometresi (1H NMR Bruker-200 MHz)
Kiitle Spektrometresi (Kratos MS 25) |
ITK-Dansitometre (Shimadzu TLC Scanner CS-920 ve Shimadzu CR3A-Integrator)

3.2. Farmakolojik Caligmalarda Kullamilan Materyal, Coéziicii, Soliilsyon
ve Aletler

3.2.1. Kullanilan Deney Hayvanlan
Albino sican ve fareler kullanildi.
3.2.2. Kullanilan Coziiciiler
Dimetilstilfoksit
Distile su
3.2.3. Kullamilan Fizyolojik Soliisyon
Krebs Soliisyonu: NaCl 69 g
KCl 035¢g
MgSO4.7THO0 0.14 g
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KH,PO4 0.16 g
Glukoz 2g
NaHCO3 21g
CaCly 0252 ¢

Distilesu a.d. 1000 ml

Yukanda belirtilen formiilasyonda hazirlanan soliisyon izole organ su banyosuna
ilave edildi ve ortam (% 95 O + % 5 COy)'lik gaz kanginmu ile gazlandirildi.

3.2.4. Kullanilan Numuneler

Etanol Ekstresi: Drogun % 70'lik etanol kullanilarak kaynatmali ekstraksiyona ile elde
edilen ham ekstrenin sudaki 120 mg/ml'lik ¢dzeltisi.

Butanol Ekstresi: Ham ekstrenin sulu ¢dzeltisinden n-butanol ile sivi- sivi ekstraksiyonu
sonucu elde edilen ekstrenin DMSO'deki 100 mg/ml'lik ¢ozeltisi.

Sulu Kisim: Ham ekstrenin sulu ¢ozeltisinden n-butanol ile sivi-sivi ekstraksiyonu
sonucu elde edilen sulu ekstrenin sudaki 120 mg/ml'lik ¢ozeltisi.

Lityazol Cemil

Liyofilize edilmis ila¢: Lityazol Cemil'in kuruluga kadar yogunlastinlmas: sonucu elde
edilen numunenin sudaki 120 mg/ml'lik ¢ozeltisi.

o- Amirin asetat: [zole edilip yapisi tayin edilen o- amirin asetat'in dimetilsiilfoksitteki

5 mg/ml'lik ¢dzeltisi.

3.2.5. Kullanilan Aletler
[zometrik transducer (Nihon Kohden)
Poligraf (Nihon Kohden): (kagit Hizi: 5 mm/dak )

Izole organ banyosu
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3.3. Kimyasal Caligmalar
3.3.1. Drogun Kimyasal incelemesi

Drogun kimyasal igeriginin belirlenmesi igin bitkisel materyalin farkli polaritedeki
goziictilerle ekstraksiyonu amaglandi. Kaba toz halindeki drog, sirasiyla dietileter, etanol
ve su ile ekstre edildi. Herbir ekstrede gozlenebilecek etken maddeler igin dzel teshis

reaksiyonlar1 yapildi (23). Bu reaksiyonlar Tablo.1'de verilmistir.

Tablo 1. Test edilen Etken maddeler ve Uygulanan Reaksiyonlar

Etken madde

| Reaksiyon veya Reaktifler |

Beklenen sonuc

Dietileter Ekstresi

Ucucu vyaglar Koku testi Aromatik koku
Steroller ve triterpenler Lieberman-Burchard Reaksiyonu | Mavi-mor halka
Karotenoidler Carr-Price Reaksiyonu Once mavi sonra kirmiz1 renk
Yag asitleri Bakiye kontrolii Yagli goriiniiste kalinti
Alkaloidler Mavyer Reaktifi Sanms: beyaz cokelt
Flavon Glikozitleri Shibata Reaksiyonu Kirmizi veya turuncu renk
Antrasen Glikozitleri Borntrager Reaksiyonu Kirmizi renk
Kumarinler Alkali ortamda UV lamba altinda floresan
Ftanol Ekstresi
Tanenler Styassny Reaktifi Koyu mavi veya siyah renk
Indirgenmis Bilesikler Fehling Reaktifi Kiremit rengi ¢coketi
Alkaloidler Mayer Reaktifi Sanmsi beyaz ¢oketi
Emodoller Bomtrager Reaksiyonu Kirmizi renk
Kumarinler Alkali ortamda UV lamba altunda floresan
Steroid veya Triterpenler | Licberman-Burchard Reaksiyonu | Mavi-mor halka
Flavon Glikozitleri Shibata Reaksiyonu Kirmizi veya turuncu renk
Antosiyonidin Asidik form Asidik ortamda kumizi renk
Glikozitleri
Su Ekstresi
Poliiironidler Etanol ilavesi ile Mor veya mavi ¢okelti
Indirgenmis Bilesikler Fehling Reaktifi Kiremit rengi cokelti
QOzlar Molisch Reaktifi Kirmizi renk
Saponinler Lieberman-Burchard Reaksiyonu | Mavi-mor halka
Tanenler Styassny Reaktifi Koyu mavi veya siyah renk
Alkaloidler Mayer Reaktifi Sarimst beyaz cokelti

Lieberman-Burchard Reaksiyonu: Ekstre asetik anhidrit ile muamele edilip
klororm ilave edildikten sonra kuru bir tiipe aktarilir. Bu ¢6zelti lizerine damla damla
konsantre siilfiirik asit ilavesi ile tabakalandirilir. Iki tabakanin temas yiizeyinde mavi-mor
bir halkanin gézlenmesi drogda sterol veya triterpenlerin varhgini gosterir.
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Carr-Price Reaksiyonu: Kuruluga kadar yogunlagtinlmig ekstre iizerine
antimontrikoriiriin kloroformdaki doymug ¢ozeltisinden 2-3 damla ilave ediler. Once mavi

sonra kirmuzi rengin gdzlenmesi numunede karotenoidlerin varhgini gésterir.

Shibata Reaksiyonu: Numunenin alkollii ¢dzeltisi iizerine 4-5 damla konsantre
HCIl ve metalik magnezyum ilave edilince olusan pembe-turuncu renk flavon
glikozitlerinin varlifini gésterir

Borntrager Reaksiyonu: Numune dietileter ve benzen tipinde bir organik
¢oziici ile muamele edilerek ¢dziinen kisim kuru bir tiipe aktarilir. Uzerine % 25'lik
amonyak ilave edilip kargtnilir. Kirmuzi rengin gozlenmesi drogta antresen glikozitlerinin
varlifini gosterir (23).

3.3.2. Nem Miktar Tayini:

Elde edilen ekstre verimlerinin kuru baz iizerinden degerlendirilmesi i¢in drogun
nem miktart gravimetrik metodla belirlenmis ve elde edilen sonucglarin aritmetik
ortalamalan alind1.

3.3.3. Ekstraksiyon Yontemleri

En verimli ekstraksiyon yonteminin belirlenmesi igin ti¢ degisik ekstraksiyon
ydntemi izlendi. Bunlar, Soxhlet ekstraksiyonu, gerigeviren sogutucu ekstraksiyonu ve
maserasyondur.

Ekstraksiyonlarda ¢oziicii olarak su ve su-etanol karigimlan kullamldi. islem
sonucu elde edilen ekstrenin miktan kuru drog iizerinden % verim olarak hesaplandi.
Ekstraksiyonlarda kullanilan ¢oziiciiler, siireler ve yontemler Tablo 2.'de

verilmigtir.



Tablo 2. Ekstraksiyon yontemleri, ¢oziiciiler ve ekstraksiyon siireleri

50'lik etanol ve deiyonize

su

Ekstraksiyon yontemi - Coziicii Siire
Soxhlet ekstraksiyonu % 96, % 70, % 50'lik 2,4, 6, 8 saat
etanol ve deiyonize su
Gerigeviren sogutucu % 96, % 70, % 50'1ik 2,4, 6, 8 saat
ekstraksiyonu etanol ve deiyonize su
Maserasyon % 96, % 70, % 60, % 2 giin

3.3.4. Izolasyon

fzolasyon islemlerinde analitik ve preparatif Ince Tabaka Kromatografisi, Kolon

Kromatografisi'nden yararlanild.

siispansiyon plak dokme apareyi ile 0.25 cm kalinhikta cam plaklar lizerine kaplandi.
Kaplanan plaklar oda atmosferinde kurutuldu ve 1 saat 100°C de aktive edildi.
Developman islemi, i¢ine siizgeg kagidi dogsenmis cam kromatografi tanklarinda, tank

Analitik Ince Tabaka Kromatografisi

Rutin kontroller igin 20x20 cm, 20x15 cm veya 20x5 cm abadindaki cam plakiar
ve adsorban olarak Silikajel G (Merck) : Silikajel GF 254 (Merck) 1:1 ve Silikajel G
kullanildi. Adsorban kangiminin su ile 1:2 oraninda kangtinlmasiyla elde edilen koyu

¢oziicii sistemi ile doyurulduktan sonra gergeklestirildi.

A AW

Bu ¢alismada kullanilan ¢oziicii sistemleri (84, 99):
n -BuOH: n -PrOH: gl-AcOH: H,0
n -BuOH: n -PrOH: gl-AcOH: HyO: EtAcO

CHCl3: MeOH: H0O
CHCl3: MeOH: H;O
CHCl3: MeOH: H;O
CHCl3: MeOH

(60: 35: 10)
(70: 30: 4)
(80: 20: 2)
(95:5)

(4:2:1:3)
(2:2:1:3:2)
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7. CHCl3: MeOH (80: 2)
8. CHCl3: MeOH (97.5: 2.5)
9. CHCI3: EtAcO (60: 40)
10. CHCl3: MeOH: AcOH (96.5:2.5: 1)
11. CHCI3: MeOH: NH3 (97: 2.5: 0.5)
12. EtAcO: gl-AcOH: H,O 8:2:1)
13. Toluen: EtAcO 4:1)
14. Hekzan: EtAcO @: 1
15. Hekzan: EtAcO (3:2)
16. Hekzan: CHCl3 3:2)

Yukandaki ¢oziicii sistemlerinde develope edilen plaklar UV lambasinda incelendi,
Vanilin-Siilfiirik asit reaktifi, % 30 H;SOy4, Vanilin- Fosforik Asit ve Kamorowsky
Reaktifleri kullanildi.

Kolon Kromatografisi: Preparatif amaglarla kullamldi. Calisilan kolonun
ozellikleri deneysel kisimda belirtilecektir. Islem sonucunda alinan fraksiyonlar ince
Tabaka Kromatografisi ile incelendi. Benzer fraksiyonlar birlestirildi.

ITK Dansitometrik Miktar Tayini: Miktar tayinlerinde 0.25 mm Silikajel G ile
kaplanmug ve 105°C'de 1h siire ile aktif hale getirilmis plaklar kullamldi. Caligmalarin
goriiniir alanda yapilmasi amaglandi. Bu nedenle numune uygun bir reaktif kullanilarak
goriiniir hale getirildi. Bu amagla Vanilin-Siilfiirik asit reaktifi kullanildi.

Uygulamalar 2 pul ve 5 pl'lik pipetler ile yapildi. Developman igleminde hekzan:
CHCl3 (3:2) ¢oziicii sistemi kullamldx. Piiskiirtme iglemi otomatik piiskiirtiicii, 1s1tma
islemi ise otomatik tabanca ile yapildi. Plak iglem sonunda ITK-Dansitometre'de 560
nm'de tarand: ve CR3-A Integrator ile kromatogramlan alindi. Caligmalarda numune
olarak, etanol ekstresi ve liyofilize Lityazol Cemil ile izole edilen a-amirin asetat
kullanmldi. Degerlendirmeler aletin EXT 2 programu ile yapildi. Tayinler herbir numune
icin 3 ITK plagindaki degerlerin ortalamasi alinarak gergeklestirildi.
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3.3.5. llacin Alkol Miktarimin Tayini

[lagtaki alkol miktarinin tayini i¢in USP XX'de yer alan metod kullanildi. Bu metod
% 30'dan fazla alkol i¢eren preparatlar ve % 30 veya daha az alkol igeren preparatlar igin
olmak iizere iki kisimdan olugmaktadir. Ilacin igerdigi alkol miktar1 hakkinda bir bilgi
olmadig1 i¢in her iki yontemde kullanildi. Caligma sonucu saptanan yogunluga karsilik
gelen alkol yiizdesi (91) ve alkol derecesi (40) alkalometrik tablolardan belirlendi.

% 30'dan fazla alkol iceren preparatlar icin alkol miktar tayini

Nagtan belirli hacimde alinip 1sis1 tespit edildi. Alinan numune hacminin iki misli
kadar su ilave edildi ve distilasyona baglandi. Numune miktarinin iki mislinden 2 ml
eksik distilat alinincaya kadar isleme devam edildi. Elde edilen distilatin 1sis1 belirlendi ve
distilat su ile numune hacminin 2 misline kadar tamamlandi ve spesifik agirhig1 saptandi.
Bu iglem 2 kez tekrarlanip ortalama yogunluk belirlendi. Alkalometrik tablodan, saptanan
yogunluga kargilik gelen alkol yiizdesi ve alkol derecesi belirlendi. Tablodan saptanan

veriler iki ile ¢arpilarak ilag igerisinde bulunan alkoliin gergek yiizdesi ve derecesi
belirlendi.

% 30 veva daha az alkol iceren preparatlar icin alkol miktar tayini:

Tlagtan belirli hacimde alimip 15151 belirlendi. Uzerine esit hacimde su ilave edildi ve
distilasyona bagland:. Kullanilan ilag miktarindan 2 ml eksik distilat elde edilene kadar
isleme devam edildi. Distilat su ile ilag hacmine tamamlandi. Elde edilen distilatin
yogunlugu belirlendi. Alkalometrik tablodan saptanan yogunluga karsilik gelen alkol
yiizdesi ve derecesi saptandi.

3.3.6. Izole Edilen Maddenin Yap:1 Tayini
3.3.6.1.Ultraviyole Spektrofotometrisi (UV)

Izole edilen maddenin kloroformdaki ¢dzeltisi 190-700 nm dalga boylar arasinda
UV spektrumlari alindi. Iglem 1 cm lik kuvartz kiivetler kullarlarak yapildi.

3.3.6.2. Infrared Spektroskopisi (IR)
Infrared Spektrumlarinin alinmas: i¢in KBr disk yonteminden yararlanildi.
3.3.6.3. 1H-Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (l1H-NMR)

Referans olarak tetrametilsilan (TMS) (3 0.00 ppm) ihtiva eden deuterokloroform
kullanild:.
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3.3.6.4. Kiitle Spektroskopisi
Kiitle Spektrumu 70 eV'ta ¢ekildi.
3.3.6.5. Optik Cevirme

Numunenin kloroformda 4 mg/ml'lik ¢6zeltisi hazirland: ve 0.025 ml'lik kiivet
kullanilarak optik ¢evirmesine bakildi.

3.3.6.6. Erime Noktasi Tayini

Numunenin erime noktas! tayin edildi.

3.4. Farmakolojik Caligmalar

Farmakolojik ¢aligmalarda, Béliim 3.2.4.'de agiklanan numunelerin izole sican
ileurn preparatlan iizerine-etkisi ve Lityazol Cemil'in akut toksisitesi aragtirildi.

Izole Organ Caligmalarinda Uygulanan Yoéntem

150-200 g agirhigindaki sicanlar agir1 dozda eter anestezisi ile 6ldiiriildiikden sonra
ileumn preparatlan alinip Krebs soliisyonuna kondu. Daha sonra yaklagik 1.5 cm boyunda
hazirlanan ileum preparatlann Krebs soliisyonu ile doldurulmusg izole organ banyosuna
asild: ve preparata 2 g'lik gerilim uygulandi. Ortam % 95 O+ % 5 CO; iceren gaz
karigimi ile gazlandintld: ve soliisyonun 1sist 37°C'de sabit tutuldu. Organlar her 15
dakikada bir kez yikanarak 1 h siire ile inkiibe edildi.

Bu sekilde stabil hale getirilmis organ preparatlarinda iki tip ¢aligma yapildy;

Birinci tip ¢aligma, etanol,butanol ekstresi, sulu klsxm\, Lityazol Cemil isimli ilag,
liyofilize ilag ile yapildi. Bu numunelerin ileum preparatlan iizerine yaptig: etki,
asetikolinin kasici etkisiyle karsilagtirildi. Sonuglar, asetilkolinin etkisi % 100 kabul
edilerek % olarak hesaplandi.

Ikinci tip ¢alisma, a-amirin asetat ile yapildi. Numunenin ileum preparatlarini
gevsetici etkisi saptanmaya ¢aligildi. Bu amagla asetilkolinin organda olugturdugu kasilma
saptanip bu kasilmay: inhibe edici etkisi aragtirildi. Sonuglar, asetilkolinin etkisi % 100
kabul edilerek % inhibisyon olarak hesapland:.

Lityazol Cemil'in akut toksisitesinin bulunmas: amaciyla 20-40 g agirhfindaki
albino farelere artan dozlarda ilag enjekte edildi ve fareler gézlendi. Farelerde 6liime sebep
olan numune hacmi belirlendi ve LD5() degeri hesaplandi.




(

21

4. DENEYSEL BULGULAR
4.1. Ekstraksiyon

4.1.1. Drogun Kimyasal Incelemesi

Kaba toz halindeki droga Tablo 1'de belirtilen teshis reaksiyonlarinin uygulanmas:
sonucunda drogun triterpenik bilesikleri igerdigi belirlendi.

4.1.2. Uygun Ekstraksiyon Yonteminin Seg¢imi
4.1.2.1. Nem Miktar Tayini

Boliim 3.3.2.'de anlatildig1 sekilde yapilan nem miktar tayinleri sonucunda
ekstraksiyonlarda kullanilan drogun ortalama olarak % 1.6 oraninda nem igerdigi
belirlendi.

4.1.2.2. Soxhlet Ekstraksiyonu

25 g kaba toz halindeki drog 250 ml kapasiteli cam Soxhlet cihazinda 200 mi
¢oziicil ile tabloda belirtilen siirelerde ekstre edildi ve ¢oziicii 40°C'de vakum altinda
tamamenyogunlagtirildi. Elde edilen ekstreler tartilip kuru drog iizerinden verim hesabi
yapild1. Ekstraksiyon % verimleri Tablo 3.'de verilmistir.

Tablo 3. Soxhlet ekstraksiyonu % verimleri

Ekstraksiyon | % 96'lik etanol | % 70'lik etanol | % 50'lik etanol Distile su
sliresi ‘
2 saat 6.4 6.3 6.5 10.1
4 saat 11.0 11.0 13.5 15.4
6 saat 12.8 14.3 21.8 24.8
8 saat 15.4 18.5 213 27.6
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4.1.2.3. Kaynatmah Ekstraksiyon

25 g kaba toz halindeki drog, 250 ml kapasiteli kaynatmal: ekstraksiyonla tabloda
belirtilen ¢oziiciilerle 2, 4, 6 ve 8 h ekstre edildi ve sicakken siiziildii. Geriye kalan posa,
o ekstraksiyon igin kullamilan ¢dziicii ile yikanarak siiziintii miktar1 150 ml'ye
tamamlandi. Elde edilen siiziintii rotavaporda kuruluga kadar yogunlagtinilds, tart1ld: ve
kuru drog iizerinden % verim hesaplandi. Ekstraksiyon % verimleri Tablo 4.'de
verilmigtir.

Tablo 4. Kaynatmali ekstraksiyon % verimleri

Ekstraksiyon | % 96'lik etanol % 70'ik etanol | % 501ik etanol Distile su
siiresi
2 saat 9.0 27.4 34.7 47.3
4 saat 9.9 28.8 38.8 53.4
6 saat 9.6 27.8 38.2 52.8
8 saat 9.9 28.2 37.2 534

4.1.2.4. Maserasyon

10 g kadar kaba toz halindeki drog, 250 ml kapasiteli cam balonlarda 2 giin
boyunca maserasyona birakildi. Bu siire sonunda siiziildii, rotavaporda kuruluga kadar
yogunlastirnild: ve kuru drog iizerinden % verim hesaplandi. Ekstraksiyon % verimleri
Tablo 5.'de verilmigtir.

Tablo 5. Maserasyon % verimleri

Ekstraksiyon % 96'lik % 70'lik % 60'hk % 50'lik Distile su
siiresi etanol etanol etanol etanol
2 giin 7.7 23.3 23.4 23.6 30.1
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Tablo 4.'de en yiiksek verimin kaynatmali ekstraksiyon ile su kullanilarak yapilan
ekstraksiyonda alindig1 goézlendi. Ancak Ince Tabaka Kromatografisi'nde yapilan
incelemeler ile % 50-70" lik etanol ile 4h. kaynatmali ekstraksiyon ile elde edilen

ekstrenin daha temiz oldugu gozlendi ve daha sonraki basamaklarda % 70' lik etanolle
hazirlanan ekstre kullanildi. '

4.1.3. Ilacin Alkol Miktarimmn Tayini

% 30'dan fazla alkol iceren preparatlar icin alkol miktar tayini:

Ilagtan 25 ml alinip 1s1s1nin 20°C oldugu belirlendi. Bunun iizerine alinan numune
hacminin iki misli kadar su ilave edildi ve distilasyona bagland1.48 ml distilat alinanan
kadar isleme devam edildi. Elde edilen distilatin 15181 tekrar 6lgiildii ve 21°C oldugu
belirlendi. Distilat su ile 50 ml'ye tamamlandi. Bunun yogunlugu saptandi. Bu iglem ayn:
distilat tizerinde 2 kez tekrarlandi. Belirlenen herbir yogunluga karsilik gelen alkol
yiizdesi ve alkol derecesi belirlendi.

d= 0.9698 Alkol yilizdesi= % 39.2 Alkol derecesi= 50°

% 30 veva daha az alkol iceren preparatlar icin alkol miktar tayini:

Ilagtan 25 ml alimp 1s1:1 8lgiildii. 20°C oldugu belirlendi. Uzerine esit hacimde su
ilave edildi ve distilasyona baglandi1.23 ml distilat elde edilene kadar isleme devam
edildi.Elde edilen distilatin 1s1st tekrar 6l¢iildii ve 20°C oldugu belirlendi. Distilat su ile 25
ml'ye tamamlandil. Bunun yogunlugu belirlendi. Bu iglem ayn: distilat iizerinde 2 kez
tekrarlandi. Alkalometrik tablodan saptanan herbir yogunluga karsilik gelen alkol yiizdesi
ve derecesi belirlendi.

d= 0.9337 Alkol yiizdesi= % 39.7 Alkol derecesi= 50°

4.2. Izolasyon
4.2.1. n -Butanol ile Sivi-Sivi Ekstraksiyonu

60 g etanol ekstresi 300 ml sicak suda ¢dziildii. Bu ¢ozelti sofuduktan sonra esit
miktarda » -butanol ile (6x300 ml) ekstre edildi. Butanollii kisim susuz sodyum siilfattan
siiziildiikten sonra rotavaporda yogunlagtrildi.
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4.2.2. Kolon Kromatografisi

5x60 cm ebadindaki musluklu cam kolon, hekzan ile siispansiyon haline getirilmig
500 g slikajel 60 (Art 7733, Merck) ile dolduruldu. 20 g butanol ekstresi kloroform-
metanol kangiminda ¢6ziildii ve bir miktar silikajel ile karistirildi. Su banyosu iizerinde
kurutulduktan sonra siitunun tepesine yerlestirildi ve hekzan ile eliisyona baglandi.
Coziicii sisteminin polaritesi kloroform ile arttirildi. 500 ml'lik fraksiyonlar toplanda.
Yogunlagtirdiktan sonra Ince Tabaka Kromatografisi'nde incelendi ve benzer fraksiyonlar
birlestirildi.

Fraksiyon Coziicii Sistemi Miktar (mg)
1-20 Hekzan 109
21-44 Hekzan 188
45-74 Hekzan 375
75-84 Hekzan 127
85-88 Hekzan: CHCI3 (99.5: 0.5) — ]
89-92 Hekzan: CHCl3 (99.0: 1.0) ——+ 120
93-96 Hekzan: CHCly (95.0: 5.0) ——
97-100 Hekzan: CHCl3 (90.0: 10.0) ——71 100
101-104 Hekzan: CHCl3 (75.0: 25.0) =
105-108 Hekzan: CHCl3 (50.0: 50.0) —7 250
109-112 CHCI3 e

Beyaz renkli ve amorf goriiniiglii 45-74 numarali fraksiyon Ince Tabaka
Kromatograﬁsi’nde incelendiginde biri digerine gore daha belirgin olan iki leke gozlendi.
Bu fraksiyon 40°C'yi gegmeyen su banyosu ve ultrasonik banyoda metanolle muamele
edildi, metanolde ¢6ziinmeyen beyaz renkli amorf yapidaki kistm cam filtreden (Por
ebadi: 3) siiziilerek alindi. 160 mg oldugu belirlenen bu maddenin Ince Tabaka
Kromatografisi'nde Bolim 3.3.3.'de belirtilen 1,5,9,12,14,16 numarali ¢oziicii
sistemlerinde incelenmesi sonucu tek bir leke gozlendi. Yap: tayini ¢aligmalarinda bu
madde kullanildi..
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4.2.3. Izole Edilen Maddenin Yap Tayini

o-Amirin asetat

Butanol ekstresinden kolon kromatografisi yontemi ile izole edilen beyaz renkli ve
amorf goriiniiglii bu madde Lieberman-Burchard reaksiyonu ile mavi-mor renk vererek
triterpenik yapida oldugunu gosterdi. Kiitle spektrumunda A12 pentasiklik terpenlerin
karaktetistik Retro-Diels-Alder pikini ( m/z 218) gostermesi ve 1H NMR spektrumunda 8
5.17 ppm'de triplet halinde gézlenen vinilik protonun varligi A12-ursen tipi bir iskeletin
varlifim kanitladi.(3, 28).

IH NMR spektrumunda § 2.05 ppm'de gézlenen singlet asetil grubunun metiline

karsilik gelmektedir (28). IR spektrumunda 1729 ve 1249 cm -! deki bantlar molekiilde
ester karbonilinin varligin desteklemektedir (87).

Kiitle spektrumunda m/z 408 piki esterlerin Mc Lafferty ¢evrilmesiyle olugturdugu
iyona kargilik gelmekte, Retro-Diels-Alder'in sonucu ortaya ¢ikan m/z 189 piki temel pik
olarak gbzlenmektedir. (28, 87).

Bu spektral sonuglar literatiir bilgileriyle karsilastirilarak izole edilen maddenin

o-amirin asetat olduguna karar verildi.

Bu maddenin daha &nce hangi bitkilerden izole edildigi Tablo 6. da verilmistir.

Tablo 6. a-amirin asetatin daha 6nce izole edilmis oldugu bitkiler

Izole Edildigi Bitki Ulke ’ Kaynak No
Achras sapota Pakistan 77
Alstonia scholaris Hindistan 89
Alyxia insularis Tayvan 47
Ambrosia elatior Japonya 72
Anacampta angulata Fransa 36
Apocynum androsaemifolium Rusya 69
Apocynum rannabinum Rusya 69
Apocynum venetum Cin 103
Arcticum lappa Bulgaristan 51
Arctostaphylos uva-ursi Hollanda 64
Artemisia argyi Cin 60
Artemisia vulgaris Hindistan 57




Arundo donax Hindistan 20
Asclepias linaria ABD 1
Asclepias speciosa ABD 98
Balanophora abbreviata Hindistan 102
Canarium strictum Hindistan 43
Capparis corymbosa Fransa 82
Catharanthus pusillus Hindistan 34
Catharanthus rosea Hindistan 56
Chrysanthemum indicum Ispanya 27
Clerodendron nerifolium Hindistan 35
Cnicus benedictus Tiirkiye 94
Conopharyngia durissima Ingiltere 41
Cousinia canescens Tiirkiye 97
Cousinia eriosephala Tiirkiye 96
Daphne oleosephalus Tiirkiye 30
Daphne pontica Tiirkiye 29
Daphne tangutica Cin 100
Diotis maritima Ispanya 26
Drymaria drummondii Meksika 31
Ecdysanthera rosea Tayvan 48
Ervatamia mucronata Filipin 42
Ervatamia officinalis Cin 106
Euphorbia aphylla Almanya 37
Ficus racemosa Hindistan 86
Finlaysonia obovata Hindistan 76
Hoya australis Hollanda 17
Ichnocarpus fruitescens Hindistan 59
Ixeris debilis Hindistan 4
Ixeris dentata Hindistan 4
Lasiocephalus ovatus Italya 25
Launaea resedifolia Misir 2
Lavandula pedunculata Ispanya 80
Lavandula stoechas Tiirkiye 95
Madhuca latifolia Hindistan 5
Manilkara hexandra Hindistan 73
Marsdenia formosana Japonya 52
Marsdenia koi Cin 104
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Marsdenia sinensis Cin 32
Mathuca butyracea Hindistan 6

Mimusops lexandra Hindistan 68
Mimusops manilkara Hindistan 67
Mimusops manilkara Hindistan 66
Paravallaris maingayi Ingiltere 53
Perezia coerullescens Ispanya 61
Periploca laevigata Ispanya 16
Planchonella novo zelandica Yeni Zelanda 18
Podanthus mitique Sili 44
Pouwteria rorta ABD 21
Rholodendron degronianum Japonya 58
Rothia trifoliata Hindistan 81

Sambucus nigra Almanya 101
Sambucus nigra Almanya 49
Sarcostemma acidum Hindistan 13
Scolymus hispanicus Tiirkiye 33
Sonchus arvensis Japonya 45
Sonchus asper Hindistan 12
Spilanthus acemella Hindistan 92
Streblus asper Hindistan 8

Tabernaemontana coronaria Hindistan 88
Tabernaemontana pacifica Ingiltere 54
Tabernaemontana subglobosa Tayvan 46
Tabernaemontana vertricosa Hollanda 83
Trachomitum venetum Bulgaristan 71

Tragopogon montanus Rusya 62
Vemonia volkameriaefolia Cin 7

Vernoia fasciculata ABD 70
Wrightia mollisima Hindistan 85
Wrightia tomentosa Hindistan 63

27
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ITK Sistemi, Rf

Goriiniis
Erime noktas:

Optik ¢evirmesi
UV (CHCI3)

IR (KBr)

NMR (CDClI3) ( 200 MHz)

Kiitle Spektrumu

(2) o-Amirin asetat

:(1) 0.72, (5) 0.92, (9) 0.69, (12) 0.97, (14) 0.52,
(16) 0.74

: Beyaz,amorf
:211°C

1250

‘A max 247.5nm

1V max 2938, 1729, 1649, 1477, 1452, 1384,
1249, 1022, 992, 964, 899 cm-1.

: 0 5.17 (1H, t, H-12)
4.50 (1H, m)
2.05 (3H,s,asetil H)
1.12 (1CH3)
0.96 (2CH3)
0.85 (3CH3, s)
0.84 (1CH3y)
0.82 (1CH3)
:(70eV) 468 (M, C3oHs209, % 47)

m/z 470 (M+2, % 3), 469 (M+1, % 17),
408 (% 14), 218 (% 32), 190 ( % 42),
189 (% 100), 133 (25).
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C32Hs,0,

0 ° M 468 (% 47)

(2) a-Amirin asetat

, (- CH;COOH) (m/z:60)
@ CsoHag  m/z: 408
v %14 -

RV RDA

C14H22 m/z: 190
% 42

B0

C10H|3 m/Z: 133
S

o 2

a\

C14H21 m/z: 189
% 100
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4.2.4. ITK-Dansitometrik miktar tayini

Miktar tayinlerinde 0.25 mm Silikajel G ile kaplanmig ve 105°C'de 1h siire ile aktif
hale getirilmis plaklar kullanildi. Uygulamalar 2 pl ve 5 pl'lik pipetler ile yapildi.
Numune tatbik edilmis olan plaklar, Hekzan: CHCl3 (3:2) ¢oziicii sisteminde develope
edildikten sonra oda 1sisinda kurutuldu. VSA reaktifi piiskiirtiiliip 4 dak siire ile 1s1t1ld1.
Plak iglem sonunda 5 dak bekletildikten sonra ITK Dansitometresi'nde 560 nm'de tarandi
ve CR3-A Integrator ile kromatogramlan alind.

Etanol ekstresi ve ilacin kurutulmus preparatindaki a-amirin asetat miktar tayini,
aletin EXT 2 programi kullanilarak yapildi. Etanol ekstresindeki tayinlerde ITK plagina
standartin 0.2 mg/ml konsantrasyondaki ¢ozeltisinden 2 pl ve 4 pl, ekstrenin 60.9 mg/ml
konsantrasyondaki etanolik ¢6zeltisinden 6 pl uygulanarak develope edildi. Ilagtaki
tayinlerde ise 0.05 mg/ml ve 0.2 mg/ml konsantrasyondaki ¢ozeltisinden 2 pl, ekstrenin
149.15 mg/ml konsantrasyondaki ¢ozeltisinden ise 10yl uyguland: ve develope edildi.
Develope iglemi sonucu herbir plak VSA reaktifi piiskiirtiildiikten sonra 4 dak siire ile
1sitld1. 5 dak oda 1sisinda ve karanlikta sogumaya birakildi. ITK Densitometredeki EXT
2 yontemi kullanilarak miktar tayinine gegildi.

Etanol ekstresi icerisindeki miktarinin % 0.15, ilag icerisindeki miktarinin ise %
0.01 oldugu belirlendi.
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4.3. Farmakolojik Calismalar

4.3.1. Etanol Ekstresi ile Yapilan Calisma

Etanol ekstresi banyo konsantrasyonu 1.2 mg/ml olacak gekilde ortama verildi.
Numunenin ileum preparatlarinda bifazik cevaplar olusturdugu ve asetilkolinin organda
olusturdugu kasilmaya oranla ortalama olarak % 8.7 % 4.8'lik bir gevsemeden sonra %
17.2 = 8.2'lik bir kasiima meydana getirdigi saptandu.

8
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Sekil 2 Etanol eksresinin ileum preparatindaki histogram
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4.3.2. Butanol Ekstresi ile Yapilan Calisma

Butanol ekstresi banyo konsantrasyonu 1mg/ml olacak sekilde ortama verildi.
Numunenin ileum preparatlarinda bifazik cevaplar olugturdugu ve ortalama olarak % 15.2
+ 1.8'lik bir kasilmadan sonra % 10.1 * 3.7'lik bir gevseme meydana getirdigi ve barsak
peristaltizmini diigiirdiiii saptand.

et o T 1”.“".'."“ v, __\

Ch e el i

Sekil 3. Butanol ekstresinin ileum preparat: lizerine etkisi
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Banyo konsantrasyonu:
Img/ml

Sekil 4.Butanol ekstresinin ileum preparatindaki histogrami
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4.3.3. Sulu Kisim ile Yapilan Calisma

Sulu kisim banyo konsantrasyonu 1.2 mg/ml olacak sekilde ortama verildi.
Numunenin preparatta kasici1 veya gevsetici bir etki olusturmadig gézlendi.

Sekil 5. Sulu kisimin ileum preparati lizerine etkisi

4.3.4. Lityazol Cemil ile Yapilan Caligma

Lityazol Cemil 0.1 ml ortama uygulandi ve preparatta olugturdugu etki gézlendi.
Numunenin organ1 % 6.7 £ 2.9 oraninda gevsettigi ve barsak peristaltizmini diigiirdiigii
saptand1.

Sekil 6. Lityazol Cemil'in ileum preparat: iizerine etkisi
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Numune hacmi: 0.01 ml/ml

Sekil 7. Lityazol Cemil'in ileum preparatindaki histogrami

4.3.5. Liyofilize Ila¢ ile Yapilan Calisma

Lityazol Cemil liyofilize edildi ve 100 ml preparattan 20 g liyofilize ilag elde edildi.
Daha sonra bu ilacin sudaki 120 mg/ml'lik ¢6zeltisi hazirlandi. Banyo konsantrasyonu
1.2 mg/ml olacak sekilde ortama verildi. Elde edilen verilerin degerlendirilmesi
sonucunda numunenin organda % 9.4 + 1.9 oraninda bir gevgeme olusturdugu ve barsak
peristaltizmini diisiirdiigii saptand.

Sekil 8. Liyofilize ilacin ileum preparati izerine etkisi
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Banyo konsantrasyonu:
1.2 mg/ml
Sekil 9. Liyofilize ilacin ileum preparatindaki histogram
Tablo 7. Numunelerin organda olugturdugu cevaplar
Kullanilan Banyo Direk kasici Direk Bifazik Bifazik
numune konsantras- etkd (%) gevsetici etk Cevap Cevap
' yonu (%) (TL) (h
Etanol 1.2 mg/ml - - - 18748
ekstresi T17.2+8.6
Butanol 1.0 mg/ml - : 7265+5.1 -
ekstresi 110.1+£3.7
Sulukisim | 1.2 mg/ml - - - -
Lityazol 0.01 ml/mt - 16.7+£28 - -
Cemil
Liyofilize 1.2 mg/ml - 194+19 ~ -
ilag
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4.3.6. a-Amirin Asetat ile Yapilan Calisma

o -Amirin asetatin DMSO deki 5 mg/ml'lik ¢ozeltisi hazirland: ve stabil hale
getirilmig preparata 0.1 ml uygulandi. Organda meydana gelebilecek degisiklikler dikkatle

+ gozlendi. Alinan verilere gére numunenin orgam belirgin bir sekilde gevsettigi saptandu.

Bunun iizerine numunenin etkisinin asetilkolinin organda olugturdugu kasilmay1 inhibe
etme derecesi aragtirildi. Bu amagla banyo konsantrasyonu 1x10-6 M olan asetilkolin
¢ozeltisi hazirlandi. Stabil haldeki organ bu ¢ozelti ile inkiibe edildikten sonra banyo
konsantrasyonu 5x10-2 mg/ml olan numuneden ortama verildi. Numunenin organda
bifazik cevaplar olugturdugu saptandi. Yapilan hesaplamalara gére numunenin organt 5.2

* 1.5 oraninda kastiktan sonra asetilkolinin organda olusturdugu kasilmay1 % 26.5 + 5.1
oraninda inhibe ettigi saptandu.

Sekil 10. a-Amirin asetatin ileum preparati {izerine etkisi
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Banyo konsantrasyonu:
0.05 mg/ml

Sekil 11. a-Amirin asetatin ileum preparatindaki histogrami
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Bu etkinin numune konsantrasyonuna bagl olup olmadigini belirlemek amaci ile
kiimiilatif bir ¢aligma yapildi. Asetilkolin ¢&zeltisi ile inkiibe edilmis organa numune
¢Ozeltisinden artan konsantrasyonlarda uygulandi. Organda olugan degisiklikler
kaydediciden gozlenerek veriler degerlendirildi. Banyo konsantrasyonu 5x10-2 mg/ml
olan numunenin orgam % 5.2 £ 1.5 oraninda kastiktan sonra asetilkolinin olugturdugu
cevabi % 26.5 £ 5.1 oraninda inhibe ettigi buna kargilik banyo konsantrasyonu 1x10-1

mg/ml olan numunenin organ: ayni oranda kastigi halde asetilkolinin olu§turdugi1 cevabi
% 45.8 + 4.2 oraninda inhibe ettigi belirlendi.

Tablo 8. o-Amirin asetat ile yapilan kiimiilatif ¢aligma sonucu elde edilen veriler

Numune 5 Kasici etki (1) Inhibisyon (1)
Banyo konsantrasyonu: %52%15 % 26.5t5.1
0.05 mg/ml
Banyo konsantrasyonu: %52%15 % 458 +4.2
0.1 mg/ml

Sekil 12. a-Amirin asetatin ileum preparat: tizerine doz bagimli etkisi
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Sekil 13. a-Amirin asetatin olugturduBu inhibisyonun histogrami

4.3.7. Akut Toksisite Testi: Bu galigmada Lityazol Cemil'in LD5( degeri
aragtirildi. Bu amagla 20-24 g agirhigindaki albino fareler kullanild:.

LD50: 10 ml/kg (i.p.) olarak saptandi.
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5. SONUC VE TARTISMA

Lityazol Cemil isimli ilacin hammaddesini Scolymus hispanicus'un kok kabuklan
olugturmaktadir. Drogun etken maddelerinin neler olabilecegini belirlemek amaciyla bir
farmakognozik tarama yapilmus ve triterpenik bilesikler tagidig tespit edilmistir.

Bu bilegiklerin ekstraksiyonu igin en uygun yéntem ve ¢oziiciiniin sec¢iminde ilacin
tiretim prosediirii dikkate alinarak gesitli metodlar denenmistir. Bunlarin icinde en yiiksek
verimin su ile kaynatmali ekstraksiyonla saglandig tespit edilmis ancak sulu ekstrenin
fazla safsizhik icermesi ve yogunlagtrma giigliigii sebebiyle tercih edilmemistir. En uygun
verimin 4 saat siire ile % 70'lik etanolle kaynatmal1 ekstraksiyon sonucu elde edildigi
belirlenmigtir. Ekstraksiyon ydnteminin belirlenmesi ve sivi-sivi ekstraksiyonu ile
fraksiyonlama sirasinda elde edilen numuneler ITK'den yararlanilarak ilacla
kargilagtirlmmgtir.

Bu numunelerin ve ilacin izole sigan ileumu iizerindeki farmakolojik etkileri

aragtirilmusgtir. Ilagla benzer maddeleri tagtyan ve benzer etkiyi gésteren butanol ekstresi

Kolon Kromatografisi ile fraksiyonlanmugtir. {zole edilen bilesiklerden birinin IR, uv,
1H NMR ve Kiitle Spektroskopisi yardimuyla yapist tayin edilmis ve bu bilesigin a-
amirin asetat oldugu belirlenmistir. '

Farmakolojik ¢aligmalarda drogun % 70'ik etanol ile kaynatmali ekstraksiyonu
sonucu elde edilen ham ekstrenin izole organda bifazik cevap olusturdugu belirlenmistir.
Bu sonug drog i¢inde kasici ve gevsetici maddelerin bulunmasi nedeniyle olabilir. Ham
ekstrenin butanol ile stvi-sivi ekstraksiyonu sonucu elde edilen butanol faz: ile alinan
cevapta kasilma daha fazla goriilmiistiir. Butanol ile ekstraksiyon sonucu geride kalan
sulu kismin kasict veya gevsetici etki gostermedifi gézlenmistir. Bu durumda
farmakolojik etkiyi gdsteren etken maddelerin butanol ekstresinde oldugu diisiiniilerek
¢aligmalar bu yonde siirdiiriilmiistiir. Lityazol Cemil ile yapilan deneylerde ise sadece
gevsetici etki goriilmiigtiir. Bu cevabrn ilacin biinyesinde bulunan alkolden olusabilecegi
dusiintilmiig ve liyofilize edilmis ilacin sudaki ¢ozeltisi ile tekrarlanan deneylerde gevsetici
maddelerin bulundugu belirlenmistir. (Tablo 7.).

Scolymus hispanicus kok kabuklan ile daha 6nce yapilan ¢aligmalarda triterpen
yapisinda o-amirin, a-amirin asetat, a-amirin tetratriakontanoat, a-amirenon, n-
nonakosan (15,93,78), multiflorenol, multiflorenol asetat (15,93) izole edilmis ve
tantmlanmigtir. Bu ¢aligmada izole edilen a-amirin asetat bu bitki igin bilinen bir
bilesiktir. a-amirin asetat ile ilgili literatiir taramasinin sonuglan Tablo 6.'da verilmistir.

Tabloda da goriildiigii gibi bilinen ve bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan bu bilesigin
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