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OZET

Bu calismada, Tirkiye’de yabani olarak yetisen bir Ranunculus tiirii olan
Ranunculus constantinopolitanus DC. bitkisi farmakognozik agidan incelenmistir.

Botanik caligsmalarda, bitki tayininde yararlanabilecek ve muhtemel
monografilerde yer alabilecek anatomik ve mikroskobik 6zellikleri arastirilmistir.

Kalite kontrol c¢aligmasimin yapildigr arastirmalarda, ¢igekli vejetasyon
doneminde toplanan bitkiden elde edilen drog iizerinde Avrupa Farmakopesi’nde yer
alan yontemler esas alinmistir. Bu amagcla, kurutmada kayip, total kiil, hidroklorik
asitte ¢oziinmeyen kiil ve siilfat kiilii deneyleri yapilmis ve sonuglart % deger olarak
verilmistir. Ayrica, drogumuzdan hazirladigimiz ckstrelere fitokimyasal tarama
yapilmuistir.

Drogun Dbiyolojik aktivitesinin belirlenmesi i¢in gesitli  yontemler
gerceklestirilmistir. Drogun sitotoksik aktivitesinin belirlenmesi i¢in, brine shrimp
ve WST-1 hiicre proliferasyonu yontemleri yaninda, antimikrobiyal aktivitesi disk
difiizyon ve mikrodiliisyon yontemleriyle; antioksidan aktivitesi DPPH radikali
yakalama yontemi ile belirlenmistir. Ayrica toplam fenolik madde analizi ile toplam

flavonoit madde analizi de yapilmustir.



ABSTRACT

In this study, Ranunculus constantinpolitanus DC. which is wild-growing
Ranunculus species in Turkey, has been thoroughly investigated by
pharmacognostical approaches.

In botanical investigations carried out on the plant, anotamical and
microscobical features, which may be used in a prospective monograph about this
plant drug were investigated.

In this course of the quality control studies have been conducted according to
European Pharmacopeia, loss in drying, total ash, acid-soluable ash and sulphated
ash of drug were determinated, and the results were report as percentage values. In
addition, the phtochemical screening was investigated extracts prepared from our
plant.

To determinated the biological activity of the drug has been studied by using
different methods. The cytotoxicity of the drug was evaluated by brine shrimp and
WST-1 cell proliferation lethality bioassays; the antimicrobial activity of the drug
was determinated by using disc diffusion method and microdilution method; the
antioxidant activity of the drug was determinated by DPPH method. Moreover,

analysis of total phenolic substance and total flavonoid substances were studied.



BOLUM I

1. GIRIS VE GENEL BILGILER

1.1 GIRIS VE AMAC

Ranunculaceae familyas1 yaklasik 50 cins ve 2000 tiir i¢cermekte olup
Ranunculus tiirleri tilkemizde 85 tiir ile temsil edilmektedir. Bunlardan 15 tanesi
endemiktir (1). Ranunculaceae familyasinda bulunan bitkilerin ¢ogu cildi tahris edici
ozellikler tasir ve Ranunculus tiirleri “diigiin ¢igegi, yag ¢anagi, katir nali” adlariyla
da bilinen bir veya ¢ok yillik otsu bitkilerdir (2). Bu genusa ait bitkiler iilkemizde
halk arasinda kabizlik, romatizma, hemoroid, 6dem ve sarilik tedavisinde
kullanilmaktadir (3-5).

Ranunculus ficaria L. tiirtiniin taze kokleri kabiz ve yara iyi edici etkiye
sahiptir (3). Bu tiir saponin (fikarin), fenolik glikozit ve ugucu yag tasir. Ortacagdan
beri hemoroide karsi kullanilir. Dahilen inflizyon, tentiir veya hiilasa, haricen ise
hiilasa seklinde kavak merhemi ile birlikte kullanilir (6). R. Laetus Wall tiirii
Afganistan, Pakistan, Hindistan ve Himalayalar ’da ¢ok yaygin seklide bulunur ve
halk arasinda yapraklar1 ve cicekleri, konjonktivit gibi goz hastaliklarima karsi
kullanilir (7-9). Bitki flavonoitler, kumarin tiirevleri, triterpenler ve B-sitositerol-3-O-
B-D glikozit igerir (7). R. bulbosus L. (yumrulu diigiingicegi) Karadeniz bolgesi
cayirlarina yayilmis olan bir tiirdiir ve Ankara civarindan alinan 6rneklerde %0.55
anemonin igerdigi belirlenmistir (6). Yapraklar kersetin, kemferol flavonoitleri igerir
(10). Geleneksel olarak biitiin halde gut, artrit ve nevralji agrilarinda kullanilir. Tim
bitki ve 6zellikle bitki 6zii buruk tatlidir ve agr1 kesici, antispazmodik, diyaforetik ve
rubefasiyan olarak kullanilir (7). R.sceleratus L. (bataklik diigiin ¢icegi) ¢ok
rutubetli yerler ile batakliklarda goriiliir. Zehirli olarak taninmis bir tiirdiir. Ankara

civarindan toplanmis numunelerde ortalama % 0.78 anemonin tespit edilmistir.
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Haricen kizartici ve kan toplayict olarak kullanilir. R. sceleratus L.’un en 6nemli
sekonder metabolitleri flavonoitler, p-sitosterol ve lakton glikozitleri (ranunkulin)
gibi steroitleri igerir (7-11). R. repens L. birka¢ yillik otsu bir bitkidir ve genellikle
stiriinticiidiir. R. repens % 0.80 alkaloit, % 0.39 flavonoit, %0.5 saponin, %0.01
tanen ve 9%0.004 fenolik bilesik igerir (12). Flavon glikozitleri, p-hidroksi
sinnamikasit, p-sitosterol, anemonin, karotenler igerdigi rapor edilmistir (7,12).
Yapraklar, kersetin ve kemferol flavonolleri, viteksin ve izoviteksin flavonlari igerir.
Petaller ise, kersetin ve gossipetin-8 metil eter adli flavonolleri igerir ve gicege sar1
rengini verir (10). Geleneksel olarak hemoroid tedavisinde kullanilir (7-9). R.
Chinensis var. chinensis flavonoitler (kersetin ve kemferol), alkaloitler, triterpen
saponinler, protoanemonin ve ranunkulin gibi laktonlar 6nceden yapilan ¢aligmalarda
belirlenmigtir. Bitki geleneksel olarak biitiin halde diyare ve parazitlere karsi
kullanilir (7). Cin halk tibbinda ise akut ve kronik hepatit ve peritonal 6dem
tedavisinde kullanilir (13).

Ranunculus tiirlerinin halk arasinda romatizma tedavisinde ve c¢esitli
dermatolojik hastaliklarda kullanilmasi sonucu fitodermatite sebep oldugu pek ¢ok
vaka rapor edilmistir (14-17). Ranunculus tiirleri, geleneksel olarak Amerikan
Kizilderilileri tarafindan hemoroitte, soguga karsi ve antienflamatuvar etkileri
nedeniyle kullanilir (12).

R. constantinopolitanus DC., iilkemizde romatizmal eklem agrilarin
rahatlatmak ve antienflamatuar etkisi nedeniyle kullanilir (18). R. constantipolitanus
DC., Ankara’da ‘evlimemed otu’ adiyla bilinir ve yapraklar1 agr1 dindirici ve
iltihap akitict olarak kullanilir. Bu amagla yapraklari suyu ¢ikana kadar doviiliir ve
findik kabugunun i¢inde agrili bolgeye 2 saat konarak iltihabin akitilmasi saglanir

(18). R. constantinopolitanus DC. toprak {istii kisimlarindan hazirlanan ekstre GC-



MS ile incelendiginde palmitik asit, stearik asit, linoleik asit ve oleik asit i¢erdigi
saptanmustir (19).

Bu c¢alismada R. constantinopolitanus DC. bitkisinin ¢igekli dénemde
05.05.2005 tarihinde izmir, Karagél mevkiinden toplanan toprak iistii kisimlarindan
hazirlanan drog Orneginin ilk defa tarafimizdan kapsamli olarak incelenmesi
sebebiyle kalite kontrol ve biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmastir.

Calismamizda oncelikle, drogun anatomik ve mikroskobik incelemelerinin
yapilmasi ve droga ait karakteristik 6zelliklerin belirlenmesi amaglanmuistir.

Ikinci olarak, drogun Kalitesinin belirlenmesinde Avrupa Farmakopesindeki
yontemler esas alinarak kurutmada kayip, total kiil, siilfat kiilii ve hidroklorik asitte
¢ozlinmeyen kiil miktar tayini ve fitokimyasal analiz denemeleri kalite kontrol
amactyla uygulanmistir.

Yaptigimiz son ¢alismada ise amag, drogun c¢esitli biyolojik aktivite
Ozelliklerini saptamaktir. Sitotoksik aktivite tayini Brine Shrimp ve WST-1 hiicre
proliferasyonu yontemleriyle, antimikrobiyal aktivite tayini Disk Diflizyon ve
Mikrodiliisyon yontemleriyle, antioksidan aktivite tayini ise DPPH (2-2'-azino-bis 3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) esdegeri total antioksidan kapasite yontemleriyle
gerceklestirilmistir. Ayrica, drogumuzun total fenolik ve total flavonoit madde tayini,
fitokimyasal taramasi ile icerik maddelerinin arastirmasi da yapilmistir.

Tezimiz kapsaminda, R. constantinopolitanus DC. bitkisinin ¢igekli donemde
toplanmis toprak iistii kisimlari ilk defa tarafimizdan kapsamli olarak incelenmis ve
drog ile ilgili, ileride hazirlanabilecek bir monografin hazirlanmasinda biiyiik katkis1

olacag diisiiniilmektedir.



1.2 GENEL BILGILER

Ranunculus tiirleri yaygin olarak Kuzey ve Giiney Amerika’dan Yeni
Zelanda’ya ve Akdeniz’e kadar yayilis gostermektedir. Ranunculus, Latince olarak
‘kiiciik kurbaga’ manasina gelir ve bu isim pek ¢ok tiiriin su kenarinda kurbagali
bolgelerde bulunmasi sebebiyle bu tiire verilmistir (20). Pek ¢ok Ranunculus tiiri,
iliman arktik/ yar1 arktik bolgelerde, yaygin sekilde bulunurlar. Ayrica ormanlar,
kuru ve nemli ¢ayirlar, nemli topraklar, goller, nehirler ve yiiksek daglik tepelerde
genis yayillim gosterirler. Otsu, tek yillik veya ¢ogunlukla ¢ok yillik, birlesik veya
biitiin yaprakli haldedirler. Cesitli morfolojik adaptasyonlar ve cesitli lireme
stratejileri (vejetatif {lireme, eseysiz ilireme gibi) ile tiiriin farkli bolge ve
yiiksekliklerde kolonize olma yetenegi i¢in 6nemli faktorlerdir (21).

Ranunculus tiirlerinin tiim gesitleri taze iken tiiketildiginde zehirlidir ve
zehirlenmenin semptomlari ise, asirt salyalanma, kanli ishal ve koliktir. Ranunculus
tiirlerinin ¢cogunlugu ¢ok yillik otsudur, canli beyaz veya sar ¢igeklidir ve pek ¢ok
kiiltiirde siis amaciyla kullanilan bir bitkidir (20).

Ranunculus genusundaki tiirler ¢ok farkli habitatlarda yasadiklarindan ¢ok
cesitli morfolojik adaptasyonlara sahiptirler. R. acris L. dik bir sapa sahiptir ve bu
sap kismen verimli sekilde ¢cimenlerle yarigmasini saglar. Bununla birlikte siiriiniicii
diigiingicegi olan R. repens L. kendini destekleyici govdeye sahiptir ve R. acris ‘in
boyuna gelir. Su diiglin ¢igekleri su altinda ve su iistiinde, Suyun akis hizinin
durgundan siddetliye kadar degistigi bolgelerde yetisebilir. R. peltatus Schrank
durgun veya yavas akan akarsularda yetisir ve yapraklari su yiizeyinde yetisebilir.
Bunun tersine, R. fluitans Lam. tipik olarak hizli akan akarsularda yetisebilir (22).

Pek ¢ok Ranunculus tiri ranunkulin igerir. Ranunkulin, yiiksek reaktif

glikozilhidrat formundadir ve toksik lakton olan protoanemonin Ranunculus’larin



toksisitesinden  sorumlu  bilesiklerdir.  Glikozit olan ranunkulin, toksik
protoanemoninin prekiirsoridiir (23,24). Ranunculus tiirlerindeki ranunkulin igerigi
normalde kuru metaryalde 1 gr’inda 10 mg civarinda bulunur. Ama R. cymbalaria
Pursh.’da kuru metaryalde yaklastk 20 mg civarinda bulunabilir (24). R.
repens’den izole edilen ranunkulin ve iki yeni glikozit olan ranunkozit ve
ranunkulozit izole edilmistir (23).

Bitkideki mekanik hasar sonucunda toksik olmayan ranunkulin g- glikozidaz
enzimi ile hidrolize olur. Bu enzim vakuolde depolanir. Ranunkulinin - glikozidaz
enzimi ile hidrolizi sonucu stabil olmayan toksik lakton protoanemonin olusur ve
protoanemonin kendiliginden anemonine doniisiir (24).

Ranunculus hirtellus Royle tiirlerinin anemonin, flavon glikozitleri ve
ranunkozitler i¢erdigi rapor edilmistir (25). Ranunculus ailesine ait biitiin bitkilerin
irritan 6zelliklerinin nedeni bir glikozit olan ranunkulindir. Bitki pargalandiginda ilk
olarak mekanik etki ile bitiinliigi bozulup sonra enzimatik etki ile heterozit
parcalanip i¢inden ugucu, giiglii ve irritan protoanemonin olusur. Bu da polimerize
olarak anemonine doniiserek ciltte tahrig yapar (14).

Lakton yapidaki protoanemonin (5-metilen-2-oksohidrofuran) Ranunculus
tiirlerinin vezikan 6zelliginden sorumlu irritan etkili bilegsendir. Bu yag, taze bitki
dokularinin maserasyonu sirasinda otoliz ile ortaya ¢ikar. Protoanemonin hizlica
polimerlesir ve zararsiz bir madde olan anemonine doniisiir. Eger yiiksek miktarda
alinirsa agizda ve bogazda yanmaya, hipersalivasyona, kusmaya, karinda kramplara,
diyareye ve norolojik semptomlara sebep olur (26). Deriye uygulandiginda ise,
eritem ve dermatit olusturur. Bitkinin her tiir ¢iftlik hayvani tarafindan yenmesi

durumunda sindirim bdlgelerinde iritasyon ile karin agrist ve diyareyi de igeren



gastrik agrilara neden olur (15,27). Protoanemonin ayrica antifungal ve antibiyotik
ozellikler igerir (15, 28).

Protoanemoninin otolitik saliminin enzimatik yolla oldugu ve biiyiik ihtimalle -
glikozidaz ile serbestlendigi one siiriilmiistiir. B-D-glikozidi olan ranunkulin farkli
Ranunculus tiirlerinden elde edilmis ve sonra protoanemoninden elde edilen zayif
alkali (sodyum asetat) glikozidin tedavi edici etkisinden dolay1r oldugunu
gosterilmistir (28).

Protoanemonin dimerizasyonla irritan olmayan anemonine doniisiir. Ranunculus
tirlerinin fungusit, antimikrobiyal ve antimutojenik etkileri protoanemoninin ve p-
laktonlarin varligindan kaynaklanir (29).

R. constantinopolitanus DC. (Arap¢a yaygin adiyla Hawdhan fa’ri) Ranunculus
genusuna ait bir tiirdiir (18). R. constantinopolitanus DC. da Tiirkiye ‘de romatizmal
eklem agrilarin1 rahatlatmak ve antienflamatuvar etkisi nedeniyle kullanilir (18).
Ranunculus tiirlerinin halk arasinda romatizma tedavisinde ve ¢esitli dermatolojik
hastaliklarda kullanilmast sonucu fitodermatite sebep oldugu pek cok vaka rapor
edilmigtir (14-17).

R. constantipolitanus DC., Ankara’da  ‘evlimemed otu’ adiyla bilinir ve
yapraklar1 agr1 dindirici ve iltihap akitict amagla kullanilir. Bu amagla yapraklari
suyu ¢ikana kadar doviiliir ve findik kabugunun i¢inde agrili bolgeye 2 saat konarak
iltihabin akitilmasi saglanir (22).

Fostok ve arkadaslarinin Liibnan’da yaptiklar1 bir c¢alismada R.
Constantinopolitanus’ un  toprakiistii kisimlarinin  antienflamatuvar aktivitesini
aragtirmak amaciyla interlokin (IL)-6 seviyesini enflamasyonun isareti olarak
secilmis ve farelerin endotoksin (ET) ile uyarilmis meme epitel SCp2 hiicreleri

tizerindeki antienflamatuvar etkisi incelenmistir. Bunun sonucunda, metanol



ekstresinin SCp2 hiicrelerine kars1 farkli konsantrasyonlarda (10, 25, 50 veya 100
g/ml) IL-6 seviyesini diisiirerek antienflamatuvar etkide oldugu belirlenmistir.
Metanol ekstresinden elde edilen fraksiyonun yag asitleri metil esterlerine
doniistiiriilerek GC-MS ile incelendiginde karisimin sirasiyla palmitik asit, stearik
asit. linoleik asit ve oleik asit i¢erdigi tanimlanmistir. Balik yaginin igerdigi w-3 yag
asitleri pentaenoik asit (EPA) ve heksaenoik asit (DHA) igeriginin endotoksinin ET
ile uyarilmis IL-6 seviyelerini azaltma miktar1 metanol ekstresi ile
karsilastirildiginda, metanol ekstresinin kisa siireli uygulamada IL-6 seviyesini
diisiirmede daha etkili oldugu fakat uzun siireli uygulamada balik yaginin daha etkili
oldugu goriilmiistiir (19).

Akkol ve arkadaslart  Tirkiye’de  yaptiklart  bir  c¢alismada R.
constantinopolitanus’ un yara iyilestirici ve antienflamatuvar etkilerini arastirmak
amaciyla fareler tizerinde hazirladiklar in vivo yaralanma modelleri sonucunda R.
Constantinopolitanus 'un metanol ekstresinin iyilesmede Onemli bir etkisi oldugu
saptanmistir. Ayrica yine metanol ekstresinin iyilesme iizerinde 6nemli bir parametre
olan iyilesen dokudaki hidroksipirolin igeriginde 6dnemli bir artisa sebep oldugu ve
yara iyilesmesi iizerindeki esas etken olan antienflamatuvar aktivite iizerine de
olumlu bir etkisinin oldugu yapilan denemelerde belirlenmistir. Bu sonuglar bitkinin
Tirkiye’deki  etnobotanik  kullanimlarint  destekler niteliktedir.  Etki, R.
Constantinopolitanus 'un  igerdigi  fenoler, terpenoitler ve flavonoitlerden
kaynaklanmaktadir (31). Ranunculus’larda yapilan onceki ¢alismalarda kersetin ve

kemferol gibi flavonoitlerin pek ¢ok tiirde bulundugu tespit edilmistir (10).



1.3 RANUNCULUS  TURLERININ  HALK  ARASINDAKI

KULLANILISLARI

R. bulbosus L. (yumrulu diigiingicegi) Karadeniz bolgesi ¢ayirlarina
yayllmis olan, az ¢ok tiiylii ve kok kismi yumrular halinde bulunan bir tiirdiir.
Ankara civarindan alinan orneklerde % 0.55 anemonin tasidigi belirlenmistir (6).
Bitki Mart-Nisan aylar1 arasinda ¢igeklenir ve geleneksel olarak biitiin halde gut,
artrit ve nevralji agrilarinda kullanilir. Bitki  buruk tathdir ve agri kesici,
antispazmodik, diaforetik ve rubefasiyan olarak kullanilir (7).

R.sceleratus L. (bataklik diigiin ¢icegi) Avrupa, Asya ve Kuzey Afrika’da
yaygindir. Mart-Nisan aylar1 arasinda ¢igeklenir. Tiim bitki geleneksel Cin tibbinda
kan akigini arttirici olarak, soguk alginhiginda, sisligi hafifletmede, karaciger ve safra
kesesi koruyucu olarak kullanilir (7).

Dioscordes bu tiiriin dikkat c¢ekici etkisini referans almis, insanlar tarafindan
yendiginde agiz kaslar1 tizerinde etkisi oldugunu, dudaklar1i disart ve yukar
cekildiginde giilimsemeyle karistirilabilen bir yiiz burusmasina sebep olacagini
yazmustir (11). R.sceleratus L.’un en 6nemli sekonder metabolitleri flavonoitler, B-
sitosterol ve lakton glikozitleri (baslica ranunkulin)’dir (11,7). Protoanemonin
yapraklar kurudugu, ezildigi veya zedelendiginde dimerlesir ve anemonin meydana
gelir. Anemonin vezikiil olusturucu bir ajandir ve diigiin ¢i¢eklerinin toksisitesinden
sorumlu baslica bilesiktir. Taze halde bitkinin biitiin kisimlar1 zehirlidir ama 1s1
uygulandiginda veya kurutuldugunda toksinler yok olur (11). Bitkinin yaprak
ekstrelerinin etkisi, protoanemoninin kristal yapisindaki anemonine doniismesinden
kaynaklanmaktadir. Bu kimyasallarin ¢ok kiiglik derisimlerde bile giiglii fungusit

etkisi vardir ama anemoninin aktif fungusit ozellikte olmasi i¢in daha yiiksek
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konsantrasyonda kullanilmas1 gereklidir (33). n vitro olarak da toprak iistii kisimlart
antiinflamatuvar ve antibakteriyal etkili oldugu da gosterilmistir (7).

R. ficaria L. tiirlinlin taze kokleri Radix Ficaria adiyla bilinir ve sar1 ¢igekli, 10-
20 cm yiikseklikte, yapraklar1 kalp biciminde ve sapli, kokleri parmak gibi etli olan
cok willik bir otsu bitkidir. Kuzey, Bati ve Giiney Anadolu’da yaygindir. Etken
maddesi doymamus lakton tiirevleridir (ranunkulin ve protoanemonin). Bu maddeler
yakici olduklarindan taze drog tahris edicidir. Kabiz ve yara iyi edici etkiye sahiptir
(3). R. ficaria L. var. calthaefolius Guss (Ficaria calthacfolia) (Basurotu) 10-40 cm
yiiksekliginde, tiiysiiz kokleri yumru seklinde, yapraklar parlak yesil, kalp seklinde
tam kenarli ve saplidir. Ortagagdan beri hemoroide kars1 kullanilir. Dahilen fiizyon,
tentiir veya hiilasa, haricen ise hiilasas1 kavak merhemi ile verilir (6).

Aslam ve arkadaglarina goére, R. laetus Wall. Ex Hook. f. Q Thoms. tiirii
Afganistan, Pakistan, Hindistan ve Himalayalar ’da ¢ok yaygin seklide bulunur ve
halk arasinda yapraklari ve cicekleri siskinlik, konjonktivit ve goz hastaliklarina karsi
kullanilir (7).

R.repens L. geleneksel olarak hemoroide karsi kullanilir (7).

R.chinensis Bunye geleneksel olarak biitiin halde diyare ve parazitlere karsi
kullanilir (7), Cin halk tibbinda ise hepatit ve 6dem tedavisinde kullanilir (10).

R. ternatus kokleri Cin tibbinda tiiberkiiloz tedavisinde kullanilir (34,35). R.
ternatus’un farmakolojik ve kimyasal yapisina bakildiginda, tiiberkiiloz bakterisi
tizerinde doz-etki iliskisi oldugu belirlenmis ve GC-MS ile incelendiginde ¢oklu
organik asitlerinin varlig1 gosterilmis ve bu organik asitlerin drogun antitiiberkiiloz
etkisinden sorumlu oldugu bulunmustur (36).

R. serbicus Vis. birkag yillik, 1liman bolgelerde ve batakliklarda yetisen bir

bitkidir. Yunanistan, Balkanlar ve Italya’nin Giiney kisimlarindaki nemli ¢ayirlarda
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yetigir. Bitki igerdigi alkaloitlerden dolay: farkli iilkelerde halk tibbinda kullanilir
(37). R.serbicus’un koklerinden kuaterner alkaloitlerinden berberin, palmitin,
kolumbamin ve aporfin tip alkaloitlerden magnoflorin izole edilmistir (37,38).

R.hirtellus Boyle. Afganistan, Pakistan, Kuzey Hindistan ve Himalayalar’da
yaygindir. Kokleri geleneksel olarak ates diisiirlicii, sogutucu ve antihelmentik
olarak kullanilir (8,9).

R. arvensis (tarla diigiin ¢igegi) Avrupa’dan Sibirya’ya, Kuzey Bat1 Asya’dan
Hindistan ve Himalayalara kadar genis sekilde yayginlik gosterir ve Mart-Nisan
aylarinda ¢igeklenir. Flavonoit, fenol, alkaloit ve saponin yoniinden zengindir (7) ve
ranunkulin glikozidi igerir (15). Geleneksel olarak yapraklari kesintili ates, astim ve

gut agrilarinda kullanilir (7).

1.4 RANUNCULUS TURLERI iLE YAPILAN KiMYASAL

ARASTIRMALAR VE AKTIiVITE CALISMALARI

R.sceleratus L. (bataklik diigiin ¢i¢egi) yaklasik 50 cm boyunda, 1-2 senelik bir
tiirdiir. Cok rutubetli yerler ile batakliklarda yetisir. Zehirli olarak taninmis bir
tiirdiir. Ankara civarindan toplanmis numunelerde ortalama % 0.78 anemonin tespit
edilmistir. Haricen kizartict ve kan toplayict olarak kullanilir (6). Yetismesi icin
nemli ve 1slak toprak gerektirir ve suda yetisebilir. Bitki agr1 dindirici,
antispazmodik, diaforetik, emanogog ve rubefasiyandir. Bitki yaralanip cilde
uygulandiginda ciltte kabariklik olusturur ve kolayca iyilestirilemeyen bir agr
yaratir. Yaprak ve kokler haricen antiromatik olarak kullanilir. Tohumlar toniktir ve
soguk algmhigi, genel zayiflik ve romatizmada kullanilir. Yaprak ekstresi ise,
fungusit olarak kullanilir (39).

R. bulbosus’un etil asetat ekstresinden heksadekanoik asit, S-sitositerol, anemonin,

protoanemonin laktonlar1 izole edilmistir (5,7). Yapraklar kersetin ve kemferol
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flavonoitleri igerir. Cicekler ise gossipetin 8-metileter igerir ve sar1 renklidir (10). /n
vitro olarak tiim bitkinin antifungal aktivitesi oldugu rapor edilmistir (7). Ayrica
bitki protoanemonin gibi laktonlarca zengindir ve antimikrobiyal 6zellikleri bilinir
(40). igerdigi anemonin sebebiyle secilmis dermofitler ve mayalara karsi etkili
oldugu bildirilmistir (41). Romatizma tedavisinde, nevralji agrilarinda, rubefasiyan,
antispazmodik ve diyaforetiktir (3,5).

Karagoz ve arkadaslarimin yaptiklar1 bir ¢alismada; R. ficaria L. nmin kok
yumrularindan hazirlanan su ekstresinin Vero hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisi
ve insan influenza tip-2 virlisiine (PIV-2) karsi antiviral etkileri arastirildiginda,
antiviral aktivite gostermemesine karsin R. ficaria’nin Vero hiicrelerine karsi
Trachystemon orientalis, Stellaria, Centaurea amasiensis, Aristolochia pontica’nin
su ekstrelerine kiyasla en yiiksek sitotoksik etkide oldugunu gostermislerdir (41).

R.repens L. birka¢ yillik otsu bir bitkidir ve genellikle siirtinticiidiir. K. Afrika,
Cin, Japonya ve Avupa’nin pek ¢ok bolgesinde yaygindir. R. repens % 0,80 alkaloit,
% 0,39 flavonoit, % 0,5 saponin, % 0,01 tanen ve % 0,004 fenol igerir (42). Flavon
glikozitleri, p-hidroksi sinnamikasit, B-sitositerol, ranupenin, anemonin, karotenler
ve ranunkozitler igerdigi rapor edilmistir (7). Yapraklar; kersetin ve kemferol
flavonolleri, viteksin ve izoviteksin flavonlar1 igerir. Petaller ise; kersetin ve
gosipetin-8 metil eter flavonolleri icerir ve gigege sar1 rengini verir (10). Khan ve
arkadaglarmin Pakistan’da yiiriittikkleri bir ¢alismada ise, R. repens ‘in metanol
ekstresinin ksantin oksidaz enzimine kargt 6nemli inhibitér etkisi oldugu gosterilmis
ve kloroformda ¢oziilebilen fraksiyonunda bu enzime karsi baslica inhibitor etkisi
etkisi saptanmistir (42).

Bonora ve arkadaslarinm Italya ‘da yiiriittiikleri bir calismada, R. sceleratus L.

Chagas hastaligmma yol acan ve ardindan kroniklesen bir enfeksiyona sebep olan
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Trypanosoma cruzi parazitinin inhibisyonuna karsi aktivitesinin allopurinolden fazla
oldugu olglilmiistiir. Boylece R. sceleratus L.” un yiiksek antiparazidik etkisi oldugu
ortaya konmustur. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda ise antienflamatuvar ve antifungal
etkileri gosterilmistir (38).

Clarkson ve arkadaslart R. multifidus Forssk. bitkisinin tiim kisimlarini
kullanarak hazirladiklar1 su ve metanol-diklorometan (1:1) ekstrelerinin Plasmodium
falciparum‘a kars1 antiplazmodik etkisi arastirmis ve yiiksek antiplazmodial
aktiviteye sahip oldugu belirtmislerdir (43).

R.chinensis Bunye’nin flavonoitler (kersetin ve kemferol), alkaloitler, triterpen
saponinler, protoanemonin ve ranunkulin gibi laktonlar icerdigi saptanmistir (7).
Oresbiusin A, ternotosit B, B-hidroksi benzoik asit ve protokatesik asit izole
edilmistir (13).

R. ternatus Thumb. koklerinden 20 kadar bilesik izole edilmis, yag asitleri,
glikozitler ve Ranunculus genusunda ilk kez olarak indol alkaloitlerinden ternatozit
C ve D (34,7) stigmasterol, kampesterol, etil palmitat, miristik asit, palmitik asit, -
sitositerol kolon kromotografisiyle saflastirilmigtir (44). Ayrica ternatozit A ve B
(35), baz1 yag asitleri ve esterleri, ternatozit A ve B, sternbin, metilparaben, 4-O-D-
glukopiranozil, p-kumarik asit izole edilmistir (45).

R. kotschyi Boiss. karasal ve otsu bitkidir ve cayirlar, ormanlar ve kayalikli
tepelerde yetisir. Kuzeydogu, Dogu ve Merkez Anadolu’da 300-2400 metrelerde
yetisir (26). R.kotschyi ranunkulin igerir ve ranunkulin fitodermatite sebep olur
(26,46).

R.muricatus L. Atlantik, Kuzey Avrupa, Bati ve Kuzey Asya’dan Pakistan ve
Hindistan’a kadar yayilmistir ve Mart-Nisan aylar1 ¢igeklenir (7). R. muricatus‘un

kimyasal bilesenlerine bakildiginda stigmasterol-4-en-3,6-dien, stigmasterol,
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anemonin, saponin (essin) ve protokatesik asit tiirevleri igerir (7,47). R. muricatus
ranunkulin glikoziti igerir (36) ve bitkinin tamami oldukca zehirlidir ve bitkiden
hazirlanan dekoksiyon ates ve astimda kullanilir (7).

R. japonicus Thunb. tiirii skoporon, trisin, protokatesik asit, luteolin, anemonin,
skopoletin, 5-hidroksi-6,7-dimetil flavon, ternatozit, 5-hidroksi-7,8-dimetil flavon
icerir. In vitro olarak farelerde analjezik ve antienflamatuvar aktivitesi oldugu
gosterilmistir (7).

Lorimer ve arkadaslarinin Yeni Zelanda’da yiiriittiikleri bir calismada, R. pinguis
Hook.’un sitotoksik ve antimikrobiyal etkisini incelediklerinde, P-388 (Murine
leukaemia) hiicreleri iizerinde sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu gostermisler ve
yapilan kimyasal tarama sonucunda da bu sitotoksik aktivitenin suda ¢oziinebilir
bilesenler sonucunda olustugunu gostermisler ve Ranunculaceae familyasinin
karakteristigi olan ranunkulin varlig1 sebebiyle bu sitotoksik aktivitenin gortildigiini
belirtmislerdir (48).

R. sceleratus L.’un yapisinda bulunan anemonin antipiretik olarak bilinir ve
protoanemoninle birlikte bu tiirde sedatif etkiye sahiptir (11).

Mares tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, R. bulbosus Linn.’un bir bileseni olan
protoanemonin, dermofitler ve mayalarin giderilmesinde antifungal ajan olarak
secilerek test edildiginde en duyarli dermofit Epidermophyton floccosum ve en
duyarli maya ise Rhodotorula glutinis oldugu belirlenmistir. Protoanemonin ve diger
sitotoksik doymamus laktonlar arasindaki yapisal benzerlikler sistein aminoasidi
tarafindan ters ¢evrilmesi antifungal etki i¢in muhtemel mekanizmadir (49).

Didry ve arkadaslari, R. bulbosus’un toprak iistii kisimlarindan izole edilen
protoanemoninin antimikrobiyal ozelliklerini incelemis ve protoanemoninin

antimikrobiyal dogal bir bilesik oldugunu O©ne siirmiiglerdir. 22 antibiyotik-
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protoanemonin karisiminin aerobik bakterilere karsi etkisi incelendiginde, 20

kombinasyonun Staphylococcus aureus’a karsi etkili oldugu bulunmustur (50).

1.5 FLAVONOITLER

Flavonoitler, sar1 renkli olmalari nedeniyle Latince ‘sari’ anlamina gelen
‘flavus’ sozciigiinden tiiretilerek ‘flavonoit’ adini almiglardir. Flavonoitler meyve,
sebze, cesitli yararli biyokimyasallar ve antioksidan etkiye sahip bazi igeceklerde
bulunan aromatik pigment bilesikleridir (52). Flavonoitler yillar 6nce arastirilmaya
baslanmasina ragmen son yillarda Onem kazanan ¢alismalar flavonoitlerin
antioksidan  Ozelliklerinin  yaninda antienflamatuvar, antiviral, antialerjik,
antitrombotik ve diger 6zelliklerinin de bulundugunu géstermektedir. Sayilar1 4000 °
in tizerinde oldugu tahmin edilen flavonoitler; ¢ay, elma, sogan, baklagiller, domates
ve kirmizi sarapta bol miktarda bulunmaktadir. Bazilari ise, 6rnegin rutin, diosmin ve
hesperidozit gibi, P vitamini aktivitesi gosterirler. Yani, kapiler permabiliteyi azaltir
ve kapiler direnci arttirirlar. Bu aktivite 3' ve 4' konumundaki serbest iki fenol
hidrojen transportorii olarak rol oynamalar1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Flavonoitler
hiicre iginde kimyasal haberci, fizyolojik diizenleyici veya hiicre dongiisiiniin
inhibitorleri olarak gorev alirlar. Flavonoitler aglikon veya glikozitler seklinde
bulunmakta olup, flavonoit glikozitler bagirsaga girmeden 6nce seker kismindan
ayrilmakta iken, aglikonlar hiicre membranlarindan serbestce gecebilmektedir.
Emilen flavonoitler karacigere tasinmakta ve ¢ok ¢esitli metabolik reaksiyonlara
maruz kalarak glukuronitler, siilfatlar ve metillenmis tiirevleri gibi gesitli
konjugasyon formlarina dontismektedir. Bazi calismalarda, flavonoitlerin saglik
tizerindeki olumlu etkilerinden bu konjugatlarin sorumlu oldugu ortaya konmaktadir
(53).

Flavonoitler 2-fenil benzopiran yapisindadir.
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Sekil 1: 2-Fenil Benzopiran

Flavonoitler, bitkilerin fotosentezle olusturduklart ve hayati gereksinimleri igin
kullandiklar1 karbonhidrat, amino asitler gibi birincil metabolitlerden tiirerler (54).
Karbon iskeleti C6-C3-C6 seklinde olan flavonoitlerin ana iskeletinde 15 karbon

bulunur (54,55). Flavonoit iskeletleri Sekil 2°de gosterilmistir.

& OH
Flavon Flavonol Flavanon Dihidroflavonol
Ty D‘x
@
L
Izoflavon Auron Kalkon Antostyanidin

Sekil 2: Flavonoit Iskeletleri

17



Flavonozitler, flavonoitlerin heterozitleridir. Flavonoitler ise kromon tirevi
maddelerdir. Kromon (benzo- y-piron) dur ve bitkilerde simdiye kadar serbest olarak
rastlanmamistir. Fakat fenil kromon c¢ekirdeginin hidroksilli tiirevleri olan
flavonoitler bitkiler aleminde yayilmis olan sar1 pigmentlerdir. Bunlar en ¢ok
heterozit halde bulunur ve flavonozit adiyla bilinirler.

Dogal olarak pek ¢ok flavonoit bulunmaktadir. Bu maddeler, fenil grubunun
kromon halkasindaki baz1 degisiklikler ile esas halkadaki baz1 degisiklikler ve gerek
esas halkadaki, gerekse siibstitiie halkadaki fenol gruplarinin sayisi ve konumunu ve
bunlarin metil esterlerinin bulunmasi ile birbirinden ayrilmaktadir. Ayni aglikonu
tastyan heterozitler ozlarin cinsi ve halkadaki yeri bakimindan farklar
gostermektedir.

Bitkilerdeki pek cok bilesigi olusturan bu maddeler, hidroksil grubu ne kadar
fazla ve ortamin pH’s1 ne kadar yiiksekse, 0 kadar koyu renklidir.

Flavonlarin kendisi bitkilerde ¢cok ender bulunur, fakat hidroksilli tiirevleri
olduke¢a yaygindir. Bu hidroksilli tiirevler, kromon halkasindaki iki veya daha fazla —
OH grubu tasirlar.

Flavonlarin monohidroksilli tiirevlerine ender olarak rastlanmaktadir.
Cogunlukla iki, tig, dort veya bes —OH’l1 tiirevleri yaygindir (55). Flavonlarin
hidroksilli tiirevleri bitkilerde olduk¢a yaygindir. Bu hidroksilli tiirevler, kromon
halkasinda iki veya daha fazla —OH grubu tagirlar. 3. konumunda —OH tasiyanlar
flavonol ve dihidroflavonol grubunu olustururlar. Apigenol (5,7,4'-trihidroksi flavon)
flavon yapisindadir ve pek ¢cok Ranunculus tiiriinde bulunan viteksin ve izoviteksin

apigenol yapisindaki flavonlardir (12).
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Izoviteksin (apigenin-6-C-glikozit, 6-glukosilapigenin)

Sekil 3:  Apigenol, Viteksin ve izoviteksinin Yapisi

Flavonoitler, Ranunculus turlerinde kullanilan taksonomik markerlardir.
Ranunculus’larda bulunan flavonlar, flavonoller, O- ve C-heterozitlerinin bulunmasi,
tirler arasi iligkilerin belirlenmesine ve Ranunculus kromozomuna sahip tiirlerin
taksonomik olarak degerlendirilmesine olanak saglar (56).

Flavonoitler; fenolik asitler, stilbenler, tanenler, lignanlar ve ligninler gibi
bitkisel fenoller ozellikle yapraklar, cicekli dallar, sap ve kabuk gibi odunsu
kisimlarda bulunur. Bunlar bitkinin normal gelisiminde bulunup enfeksiyon ve

yaralanmaya karsi koruma saglar (57).

Flavonoitlerin Biyolojik Aktiviteleri

Flavonoitler diinya iizerindeki yasamin basladig1 zamanlardan bu yana insanlar
tarafindan tiiketilmektedir ve insan saglhigi {izerine genis kapsamli biyolojik

Ozelliklerinin yanmi1 sira hastalik riskinin azaltilmasi iizerine tamamlayict etkiye
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sahiptirler (58). Son zamanlarda tibbi bitkilerin terapotik potansiyelleri tizerine ilgi
artist bulunmakta olup, bu potansiyel bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerden
kaynaklanmakta ve flavonoitler de bu grubun i¢inde onemli bir yer edinmektedir
(59). Bunlara 6rnek olarak antioksidan, antimikrobiyal, sitotoksik, antienflamatuvar,
antiviral, antitrombotik, antialerjik, ateroskleroz ve kroner kalp hastaliklarindan

koruyucu etkisi gosterilebilir.

Flavonoitlerin Antioksidan Ozellikleri

Flavonoitler, lipofilik antioksidanlardir fakat yine lipofilik bir antioksidan olan
a-tokoferol (Vitamin E)’e gore daha hidrofiliktirler. a-tokoferoliin kroman halkasi
membran fosfolipitlerinin ester karbonil gruplariyla hidrojen bagi yaparak
membranda lokalize olurken daha hidrofilik olan flavonoitler ise membranin polar
yiiziine yakin sekilde lokalize olmaktadirlar. Boylece sulu hidroksil radikallerini
kolayca yakalayarak lipit peroksil radikallerine a-tokoferolden daha hizli sekilde etki
etmektedir. Flavonoit alim1 bu sekilde a-tokoferol tiiketimini engellemektedir. Yine
lipofilik bir antitoksidan olan askorbik asit (Vitamin C), membranin polar yiiziine
lokalize olarak antioksidan aktivite gostermektedir (58).

Antioksidanlar etkilerini; serbest radikal olusumunu engelleyerek (baslatict
reaktif tiirevleri uzaklastiric1 etki, oksijeni uzaklastirici veya konsantrasyon azaltici
etki, katalitik metal iyonlarin1 uzaklastirict etki) ve olusan serbest radikallerin etkisiz
hale getirerek (toplayici etki, bastirici etki, onarici etki, zincir kirici etki) olmak iizere
iki sekilde gosterirler (60). Antioksidanlarin viicuttaki aktivitesi, ortamdaki oksijen
miktari, sicaklik, konsantrasyon miktar1 ve substrat c¢esidi gibi 6zelliklere baglh
olarak degiskenlik gosterir (61).

Grup olarak flavonoitler giiglii antioksidan kapasite gosterirler. Flavonoitlerin

antioksidan aktivitelerinin mekanizmasi serbest oksijen radikallerinin veya uyarilmis
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oksijen tiirlerinin direkt siipiiriicii veya sondiiriicii etki olusturmasi sonucuyla goriiliir
(62,63).

Ru ve arkadaslar1 Misir’da yaptiklart bir ¢alismada Nicotiana tabacum L.
yapraklarindaki flavonoitlerin ve polisakkaritlerinin DPPH serbest radikalleri
stipiirticti etkisinin yiiksek konsantrasyonda askorbik aside paralel oldugunu ve
ABTS" radikallerine kars1 siipiiriicii etkisinin de yine yiiksek konsantrasyonda
askorbik aside esit oldugunu gostermislerdir (64). Bu sonuglar, ABTS* 2,2"-azinobis-
(3-etil-benzotirazolin-6-siilfonik  asit) ve DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
radikallerine kars1 antioksidan aktivitenin konsantrasyon, kimyasal yap1 ve
antioksidanlarin polimerizasyon derecesiyle ilgili oldugunu gostermistir (64, 65).

Zelinska ve arkadaslari yaptiklari bir ¢alismada, flavon C-glikozitleri olan
orientin, homoorientin, viteksin, izoviteksin ve kersetinin yap1 aktivite iliskisini
incelemisler ve TEAC yontemiyle belirlenen antioksidan aktiviteyi arastirmislardir.
Sonugta kersetin, homoorientin ve orientinin antioksidan aktivitesinin viteksin ve
izoviteksinden yiiksek oldugunu belirlemisler ve bu durumun bilesiklerin, B
halkasindaki bagimsiz serbest hidroksil grubunun ve A halkasindaki C-6 ve C-8
pozisyonlarindaki glukozun bu bilesiklerin antioksidan ozellikleri iizerine etkili
oldugu belirtmislerdir (30).

An ve arkadaslarimin fareler iizerinde hiicre yaslanmasini inceledikleri bir
caligmada, 8 hafta boyunca 40, 20 ve 10 mg/kg dozlarda orientin, viteksin ve pozitif
kontrol amaciyla E vitamini (o-tokoferol) verilen bir caligmada, orientin ve
viteksinin benzer kimyasal yapiya sahip olmalarindan kaynakli olarak in vivo olarak
antioksidan aktivitelerinin 40 mg/kg dozda a- tokoferole esit oldugunu ve viteksin ve

orientinin farelerde hiicre yaslanmasi diizeylerinin iyilestirilmesinde ve genel
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medikal diizeyin iyilestirilmesinde antioksidan etkisi bilinen a- tokoferol kadar fazla
oldugunu belirtmislerdir (66).

Campas ve arkadaslar1 Portekiz ve Yeni Zelanda’da yiiriittiikleri bir ¢alismada,
bal arilar tarafindan toplanan bitki polenlerinin DPPH radikal stipiiriicii aktivitelerini
ve fenolik profillerini HPLC ile incelemisler. R. sardous Crantz‘in yiiksek flavonoit
ve fenolik asit tiirevlerini igerdigini ve yiiksek bir antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu belirtmislerdir (56).

Flavonoitlerin Antimikrobiyal Ozellikleri:

Terzioglu ve arkadaglar1 Trabzon’dan toplanan R. constantinopolitanus ve R.
arvensis ‘in ugucu yaglarini izole edip yapisini aydinlatmislardir ve ugucu yagin E.
coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, E. faecalis, S. aureus, B. cereus ve maya C.
albicans’ a kars1 orta diizeyde antimikrobiyal aktivite gosterdigini saptamislardir
(67).

Flavonoitlerin Sitotoksik Ozellikleri

Ishige ve arkadaslarinin flavonoitlerin hiicre 6liimiindeki potansiyel etkisinin
mekanizmasini incelemek i¢in fare hipokampus hiicre serisi HT-22 {izerindeki
oksidatif zarar1 i¢in model olarak kullanmiglardir. Bu sistemde glutatyon reaktif
oksijen tiirevi (ROT) olarak davranir ve Ca*? akisin1 azaltarak ndronal hiicre 6liimiine
sebep olur. Sonug olarak, pek ¢ok flavonoitin HT-22 hiicrelerini ve temel noronlar
glutamat toksisitesinin sebep oldugu zarara karsi koruyucu oldugu goriilmiis. Bunu
i ayr1 mekanizmayla, hiicre i¢indeki glutatyonu azaltarak, dogrudan reaktif oksijen
tiirlerinin seviyesini diisiirerek ve yiiksek ROT seviyesine ragmen Ca*® akigini
sagladigin1 gostermislerdir. Bu veriler, oksidatif zarara karsi flavonoitler tarafindan

saglanan koruyucu mekanizmanin her bir molekiil i¢in spesifik oldugunu gostermistir

(68).

22



Zhou ve arkadaglar1 tarafindan yirittikleri bir ¢alismada, viteksinin
hepatoselliiler karsinom (HCC) iizerine etkisini inceledilediler. HHC tedavisi igin
cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi disinda efektif bir tedavisi bulunmamakta, bu
nedenle terapotik ajanlarin belirlenmesi i¢in viteksin denenmistir. Sonug olarak,
Vitex negundo tohumlarindan elde edilen viteksin, diisiik toksisiteye sahip antikanser

aktivite géstermistir (69).

Fafal tarafindan yapilan bir ¢alismada, Brine shrimp yontemiyle ii¢ farklh
Ranunculus tiiriiniin sitotoksik aktiviteleri arastirilmistir. R. pedatus Waldst.&Kit.
subsp. pedatus tiirtiniin n-hegzan, etil asetat, metanol ve su ekstreleri, R.
constantinapolitanus DC.” un n-hegzan, etilasetat ve su ekstreleri ile R. isthmicus
Boiss. subsp. tenuifolius’ un n-hegzan, etanol ve su ekstreleri sitotoksik aktivite

gostermistir (84).

Flavonoitlerin Antienflamatuvar Aktiviteleri

In vivo ve in vitro olarak yapilan calismalarda pek c¢ok flavonoitin
antienflamatuvar aktivitesi oldugu belirtilmistir. Genel olarak flavonoitlerin
antienflamatuvar aktivite gdsterebilmesi i¢in; C halkasinda (A%) doymamislik olmal,
hidroksil gruplarinin sayis1 ve pozisyonu (6rnegin B halkasindaki katesol grubu), C-
4’teki katesol grubu ve molekiiliin glikozillenmemis olmasi antienflamatuvar aktivite
gostermesinin  sebebi  olarak  gosterilebilir. Fakat bu yapisal 0Ozellikleri
bulundurmamasina ragmen ornegin flavonoit aglikonu kemferol da inflamasyon

enzimlerinin etki agamalari sirasinda antienflamatuvar aktivite gosterir (31).
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Sekil 4: Ornek olarak kersetinin antienflamatuvar aktivitesine iliskin yap1 (C
halkasinda bulunan doymamislik, B halkasindaki hidroksil gruplarinin yapi ve
pozisyonu, C-4 grubundaki karbonil grubu ve non-glikozilasyonu)

Chen ve arkadasglar tarafilan yiiriitiilen bir ¢alismada, Moris nigra meyvelerinin
total flavonoit igeriginin farelerde ksilenin indiikledigi kulak 6demi ve karagenin
indiikkledigi penge Odemi yontemleri kullanilarak steroidal olmayan bir
antienflamatuvar olan aspirine ve steroidal bir antienflamatuvar olan deksametazon’a
kars1 izlenmistir. Kontrol olarak 20 mg/kg tuzlu su ¢ozeltisi, aspirin 75 mg/20ml/kg
ve deksametazon 3 mg/20ml/kg seklinde farkli dozlarda (50, 100 ve 200
mg/20ml/kg) total flavonoit igeriginin antienflamatuvar etkileri 5 giin siiresince
karsilagtirilmig ve total flavonoit verilen grupta doza bagli olarak antienlamavar etki

gozlenmistir (71).

Flavonoitlerin Antiviral Ozellikleri

Kersetin ve luteolin gibi flavonoitlerin Herpes simplex (HIV-1) viriisiiniin
replikasyonu tiizerine etkisinin incelendigi bir ¢alismada C-5', C-7', C-3' ve C-4' ‘te
bulunan serbest hidroksil gruplari ve buna ek olarak C-3' ° te bulunan hidroksil
grublarinin siibstitlisyonu sebebiyle viral etkinin azaldigi veya tamamen ortadan

kalktig1 gosterilmistir (72).

24



Flavonoitlerin Antitrombotik Ozellikleri

Yapilan bir ¢alismada bazi flavonollerin (kersetin ve rutin) ve flavonlarin
(siyanidol ve mesiadonol) antitrombotik aktivitesi in vivo olarak ve ayrica bunlarin
platelet endotelyumu ile etkilesimi in vitro olarak incelenmistir. Sonug olarak,
flavonlarin antitrombotik etkide olmadig: fakat flavonollerin antitrombotik aktivite
gosterdigini, bunun nedeninin ise flavonollerin secici olarak trombosit duvarina
baglanmas1 ve serbest radikal siipiiriicii etkisi dolayisi ile de biyosentezi, endotel
prostasiklinin ve endotelden tiiretilen faktoriin etkilerini yeniden baslatmasi oldugu

bildirilmistir (73).

Flavonoitlerin Antiallerjik Ozellikleri

Flavonoitler antialerjik etki gosteren sebze, meyve ve ¢aylarda bulunmaktadir.
Flavonoitler ayrica histamin salinimi gostererek basofiller yoluyla IL-4, I1L-30 ve
CDA40 ligand ekspresyonunu saglarlar.

IL-4 iiretimini saglayan flavonoitlerin temel yapilarini incelemek ve diger
aktif bilesenleri belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada 45 tiir flavon, flavonol ve
bunlarin ilgili bilesikleri goriintiilenmistir. Saflastirilan basofiller, flavonoitlerin
cesitli konsantrasyonlarinda (1-30uM arasi) on inkiibasyona tabi tutulmus ve
ardindan anti-IgE (omalizumab) antikoru ve IL-3 ile 12 saat stimiile edilmistir. IL-
4’in bulundugu tortunun Ol¢iimii yapildiginda ise ayanin, luteolin, apigenin ve
bilesik 31 olarak adlandirilan bir bilesin ICsp degerlerinin 2.2-3.2 uM arasinda
degisen giiclii bir inhibitor etki gosterdigi saptanmustir. Bilesiklerin yapi-aktivite
iligkisi incelendginde ise, maksimum inhibitor etkinin 7' ve 4' konumunda bulunan
hidroksillenmeden kaynaklandigi ve ayrica 3' ve 5' pozisyonunda bulunan —OH’n
varhigmin gerekli oldugu gozlenmistir. Buna ek olarak 3' konumunda bulunan
glikozillenmenin aktiviteyi arttirdigt saptanmisgtir
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(74).

3 5 [ 7 8 2 3 4 5 &
Ayanin OCH:OH H OCH:H H ©OH OCH:H H
Lutealin H ©OH H OH H H ©OH OH H H
Apigenin H OH H OH H H H OH H H
Compound 31 OH OH H OCH:H H OCHsOCH:H H
Dicsmetin H OH H OH H H ©OH OCH:H H
Fisetin OH H H O H H ©OH OH H H
Ombuin OH OH H ©OCH:H H OH OCH:H H

Sekil 5. Yiiksek inhibisyon etki gosteren flavonoitlere ait 1Cso degerlerinin

yapi-aktivite iliskisi

Flavonoitlerin Aterosklerosis ve Koroner Kalp Hastaliklarindan Koruma

Ozellikleri

Literatiirde, yiiksek yagli bir diyetle beslenilmesine ragmen diisiik koroner
ateroskleroz riski ‘Fransiz paradoksu’ adi ile anilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, bu
iligkinin diizenli olarak tiiketilen kirmizi saraptan kaynaklandigi one siiriilmiistiir.
Kirmizi sarabin igerigide bulunan fenolik bilesiklerin ve flavonoitlerin varligina bagh
olarak serumdaki diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) oksidasyonunu azalttifini ve
bununla birlikle yiliksek dansteli lipoprotein (HDL) seviyesini azalttig1 saptanmistir

(75).

Flavonoitler serbest radikalleri yakalayarak siklogenaz ve liposiklojenaz
enzimlerini inhibe ederek lipit peroksidasyonunu Onler. Bdylece aterosklerotik
plaklarmn biiylimesini engeller (76).

Bu yiiksek lisans tez g¢alismasinda, Ranunculus constantinopolitanus DC.
bitkisinin kalite kontrol 6zelliklerini belirlemek amaciyla, anatomik ve mikroskobik
incelemeler ile kurutmada kayip, biitiin kil, siilfat kiilii miktar tayini ¢aligmalari
yapilmast amaclanmistir. Ayrica c¢alisma konumuz olan bitkiden hazirladigimiz

etanol, etilasetat, n-hegzan, metanol ve su ekstreleri ile Brine Shrimp letalite ve
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WST-1 yontemleri ile sitotoksik, antimikrobiyal ve antioksidan aktivite ¢alismalari

ile fitokimyasal tarama ¢alismalar1 yapilmustir.

2. GENEL BILGILER

A. BITKi HAKKINDA BOTANIK BiLGILER

A.l. Ranunculus Tiirlerinin Sistematik Yeri
Calismamiza konu olan Ranunculus constaninopolitanus DC. bitkisinin ve ait
oldugu Ranunculaceae familyasinin tanimina ait olarak verilen bilgiler “Flora of
Turkey”den higbir katkida bulunmaksizin, dilimize ¢evrilmek suretiyle derlenmistir
(2).
Ranunculus tiirleri, Magnoliophyta boliimiiniin, Magnoliopsida sinifinda yer
almaktadir.  Tirlerin  i¢inde bulundugu takim Ranunculales, familyasi

Ranunculaceae’ dir.

A.2. Ranunculaceae Familyasinin Ozellikleri

Bitkiler nadiren odunsu ve tirmanicidirlar. Yapraklar genellikle alternat ve
ekstipulat, hepsi bazal, nadiren karsit veya stipulattir. Cigekler hermafrodit, hipogin,
aktinomorfik veya zigomorfiktir. Periant uniseriat veya biseriat, parcalar genellikle
serbest, halka sekilli ¢igeklerin i¢ kism1 ¢ogunlukla tliysiizdiir. Stamenler genellikle
cok sayida, spiral bi¢ciminde siralanmis, merkeze yakin, anterler disa doniiktiir.
Ginakeum apokarp, nadiren sinkarp veya 1 karpellidir. Meyve akenin tepesinde tek

veya kesecikli, nadiren 1 kesecikli veya bakkattir.

A.3. Ranunculus L. Cinsinin Ozellikleri

Tek veya ¢ok yillik, sap1 yaprakli, ¢cogunlukla aci otlardir. Karasal veya

suculdurlar. Cigekler bilesik salkimli veya tek basina, sari, kirmizi veya beyaz
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renklidir. Yapraklar alternat, siklikla da radikaldir. Periant (¢anak ve ta¢ yapraklar)
biseriat, dis kisimlar sepaller, i¢ kisimlar petallerdir. Sepaller genellikle 3 veya 5,
genellikle olgunlastiginda dokiilen meyvelerin i¢indedir. Petaller genellikle 5 veya
daha fazla sayida, nektar tasiyan bir ¢ukur tarafina dogru dayanir ve siklikla bir
kabuk tarafindan korunur. Stamenler genellikle ¢ok sayidadirlar. Karpeller azdan
coga dogrudur. Akenler azdan ¢oga dogru devamli olarak piiriizsiiz bir sekildedir

(Gaga gibi).

A.4 Ranunculus constantinopolitanus DC.
Sinonim isimleri:

R. lanuginosus L. var. constantinopolitanus DC; R. constantinopolitanus var.
palaestinus (Boiss.) Boiss.; R. anemonefolius DC. var. balansae Boiss.; R. tauricus
Freyn in Bull Herb.Boiss. ; R. fibrillosus C. Koch. var. parviflorus; R. fibrillosus
auct. non C. Koch.

Kalin, ¢ok yillik, 20-75cm. Stamenler genellikle yaprak sap1 gibi yogun tiiyli,
iiste dogru dallanmis ve {i¢ pargali yaprak tasiyan, 2 veya daha c¢ok ciceklidir.
Radikal yapraklar altta kordat, {i¢ pargali, boydan boya 3-10 cm genisliginde,
pargalar genis¢e kama sekilli ve iist liste binerek daralan kama seklinde ayrilmis, ¢ok
kisa, kenarlar1 ¢entikli—disli veya yarilmis-dentat loblu tiiyliidiir. Ana ¢icek sap1 diiz
yuvarlaktir. Sepaller yukari dogru biikiilmistiir. Petaller 5-10 cm. Cigek tablasi
diizdiir. Akenler yari dairesel, giicli sikismig, 3-4 mm, yaprak damarli; gaga
seklindedir, 1- 15 mm.

3. GEREC VE YONTEM
1. BOTANIK ARASTIRMALAR

A. MATERYAL
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Arastirma materyalimiz olan Ranunculus constantinopolitanus DC.
bitkisinin toprak iistii kismi1, 05.05.2005 tarihinde bitki ¢icekli haldeyken Izmir
ilinin Karsiyaka ilgesinin Yamanlar Dagi1 Karagél mevkiinden toplanmustir.

Bitkiye ait herbaryum &rnekleri, Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Farmakognozi Anabilim Dali Herbaryumu’nda 1349 numarasi ile kayithdir .

Resim 1. R.constantinopolitanus DC. Bitkisinin Dogadaki Goriiniisii
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Resim 3. R. constantinopolitanus DC. Bitkisinin Dogadaki Gorliniisii

70°’1ik etanol i¢inde saklanan bitkinin yaprakli kismi anatomik ve mikroskobik

incelemeler i¢in kullanilmistir.
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Bitki materyali oncelikle golgede ve oda sicakliginda kurutularak drog 6rnekleri
hazirlanmustir.

Temizleme islemi sirasinda kabaca gozle goriilebilen kum, tas gibi kirlilikler
temizlendikten sonra, kurumus, lekelenmis ve bozulmus kisimlarindan ayiklanarak
temizlendikten sonra kiiclik pargalara boliinerek golgede ve oda sicakliginda sik sik

karistirmak suretiyle kurutularak drog 6rnekleri hazirlanmistir.

B. DENEYLER

Toz materyalin mikroskobik olarak incelenmesi i¢in gerekli olan materyal,
safsizliklardan kurtarilan bitki 6rneginden alinan bitkisel materyalin, tun¢ havanda
mekanik olarak orta incelikte toz haline getirilmesi suretiyle hazirlanmistir.

Anatomik calismalarda, yukarida bahsedilen alkol materyalinden
yararlanilmigtir.  Alkol materyalinde bulunan yaprak Orneginden enine kesitler
alinmigtir. Bu kesitler Sartur ve Kloralhidrat reaktifleri (77) iginde hazirlanan
mikroskobik inceleme preparatlart halinde, Carl Zeiss Jena marka arastirma
mikroskobunda anatomik yapilar a¢isindan incelenmistir.

Bu incelemeler sirasinda, bitkinin toprak {istii kismina ait sabit karakteristik
ozelliklerinin fotograflari, Carl Zeiss Jena marka arastirma mikroskobu iizerine
baglanmig Carl Zeiss Jena marka mikroskop goriintiileyici yardimiyla fotograflari
cekilmistir.

4. KIMYASAL BOLUM
A KALITE KONTROL CALISMALARI

1. TEORIK KISIM
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Yaptigimiz  ¢alismalarda, Ranunculus constantinopolitanus’un  Avrupa
Farmakopesi, Alman Farmakopesi, Amerikan Farmakopesi ve Avrupa Farmakopesi
adaptasyonu ve Tiirk Farmakopesinde yer almadigi tespit edilmistir (78-81). Bu sebeple,
ileride yazilabilecek monograflar i¢in bir 6n ¢alisma olmasi amaciyla droga kurutmada
kayip tayini, total kiill miktar tayini, siilfat kiilii miktar tayini ve hidroklorik asitte
¢Ozlinmeyen kiil miktar tayini kalite kontrol denemeleri uygulanmastir.

2. PRATIK KISIM
2.1 MATERYAL VE METOT
R. constantinopolitanus DC. bitkisinin toprak iistii kisimlari, gélgede ve oda
sicakliginda, sik sik karigtirllmak suretiyle kurutulduktan sonra, Retsch Gmbh SK 1
marka degirmende toz edilmistir (elek capi= 1 mm).
2.1.1. Kurutmada Kayip Miktar Tayini
Cam tartim kabi sabit vezne getirildikten sonra igine 1 g civarinda toz drog
kondu ve tam tartim alindi. 105 °C’ye ayarlanmis etiivde 1 saat 1sitild1 ve sogumasi
icin desikatore alindi. Sogutulmasinin ardindan tartildi. Ayni sekilde bu isleme, son
iki tartim arasindaki fark 0.5 mg’dan az oluncaya kadar devam edildi. Sonuglar
degerlendirilerek igerdigi yiizde kurutmada kayip miktar1 hesaplandi.
2.1.2. Total Kiil Miktar Tayini
Sabit vezne getirilen bir porselen kroze iginde, 1 g civarinda toz drog tam
olarak tartilir. FElektrikli 1sitict iizerinde drogun tamamen yanmasi saglandi.
Komiirlesme gergeklesince, 600 °C sicakliktaki Heraeus marka yakma firminda 1
saat yakilir. Sonra desikatdre alinip 1 saat oda sicakliginda sogutularak tartildi. Ayni
isleme, son iki tartim arasindaki fark 0.5 mg’dan az oluncaya kadar devam edilir.
Sonuglar degerlendirilerek, drogun icerdigi yiizde total kiil miktar1 hesaplanda.

2.1.3. Siilfat Kiilii Miktar Tayini
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Sabit vezne getirilen bir porselen kroze i¢inde, 1 g civarinda toz drog tartilip ve
tizerine 2 ml % 10’luk siilfiirik asit ¢ozeltisinden damla damla ilave edildi. Kroze, su
banyosu lizerinde tutularak, drogun siilfiirik asitle tamamen temas etmesi saglandi.
Ardindan acik alevde beyaz bir kiil birakincaya kadar yakildi. Sonra 600 °C
sicakliktaki Heraeus marka yakma firminda 1 saat yakildi. 1 saat oda sicakliginda
desikatorde bekletilerek sogutulduktan sonra, iizerine birka¢ damla % 10’luk siilfiirik
asit ¢ozeltisinden ilave edilerek, yine 1 saat yakma firininda tutuldu. Desikatorde 1
saat sogutulduktan sonra, krozeye birka¢ damla % 15.8’lik amonyum karbonat
cozeltisi ilave edildi. Bu islemden sonra, son iki tartim arasindaki fark 0.5 mg’dan az
oluncaya kadar, kroze 1’er saat yakma firminda tutuldu. 1’er saat de desikatorde
sogutularak tartildi. Alinan sonuglarin degerlendirilmesiyle, drogun icerdigi yiizde
stilfat kiilii miktar1 hesaplandi.

2.1.4. Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini

Deney sartlarinda onceden sabit agirliga getirilmis olan porselen kroze
icerisine drog 1 g civarinda tartildi. Sonra sicakligt 600 °C olan Heraeus marka
yakma firmina konulur ve drog yaklasik bir saat siireyle yakildi. Bu siire sonunda
kroze desikatore alinip sogutuldu ve tartildi. Yakma, sogutma ve tartma islemlerine,
kiili iceren krozenin agirligi sabit vezne gelinceye kadar devam edildi. Krozelere
belirli miktarlarda distile su ve hidroklorik asit konuldu. Saat cam ile kapatilarak
kaynatildi. Soguduktan sonra kiil birakmayan silizge¢ kagidindan siiziilerek notr olana
kadar sicak distile su ile yikandi, kurutuldu, kiillesinceye kadar 600 °C’lik yakma
firminda yakildi ve desikatore alinip sogutuldu. Sabit vezne gelinceye kadar isleme
devam edildi.

B. FITOKIMYASAL ANALIZLER

B.1. TEORIK KISIM
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Yapilan fitokimyasal analiz denemeleri i¢in hazirlanan n-hegzan, etilasetat,
etanol, metanol ve su ekstreleri i¢in ayr1 ayr1 gergeklestirilmistir.
B.2. PRATIK KISIM
B.2.1. MATERYAL VE METOD
R. constantinopolitanus DC. bitkisinin toprakiistii kisimlar1 toplanarak
golgede ve oda sicakliginda, ara sira karistirllmak suretiyle kurutuldu. Toz edilen

drogtan n-hegzan, etilasetat, etanol, metanol ve su ekstreleri hazirlandi.

B.2.1.1. Metanol Ekstresinin Hazirlanisi
Toz edilmis drogdan 20 g tartilarak tizerine 200 ml metanol ilave edildi.
Manyetik karistiricida 5 saat kati-sivi ekstraksiyona birakildi. Siire sonunda drogla
muamele olan ¢oziicli siiziildii. Kalan bakiye tizerine tekrar 200 ml metanol ilave
edilip manyetik karistiricida ekstraksiyon islemine 8 saat daha devam edildi.
Coziiciiniin siiziilmesinden sonra, kalan bakiye tizerine 200 ml metanol ilave edilip,
son kez 8 saat daha manyetik karistiricida birakildi. Tekrar siizme igleminden sonra
metanollii ekstreler birlestirildi. Organik solvan alcak basing altinda kuruluga kadar
ucuruldu. Boylece drogun metanol ekstresi hazirlandi.
B.2.1.2. Etil asetat Ekstresinin Hazirlamisi
Drogun metanol ekstresinin hazirlandig sekilde hazirlanmistir.
B.2.1.3 n-hegzan Ekstresinin Hazirlanisi
Drogun metanol ekstresinin hazirlandig: sekilde hazirlanmistir.
B.2.1.4 Su ekstresinin Hazirlanisi
20 g toz drog tizerine 200 ml kaynar distile su ilave edildi. Manyetik
karistiricida 5 saat kati-sivi ekstraksiyona birakildi. Siire sonunda drogla muamele

olan ¢oziicii siiziildi. Kalan bakiye tizerine tekrar 200 ml su ilave edilip manyetik
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kanigtiricida  ekstraksiyon islemine 8 saat daha devam edildi. Tekrar siizme
isleminden sonra sulu ekstreler birlestirildi. Organik solvan al¢ak basing altinda
kuruluga kadar uguruldu. Boylece drogun distile su ekstresi hazirlandi.

B.2.1.5. Etanol ekstresinin Hazirlanisi

Drogun metanol ekstresinin hazirlandig1 sekilde hazirlanmistir.

B.2.2. KULLANILAN YONTEMLER

B.2.2.1. Steroidlerin teshisi

Ham ekstre tizerine 2 ml kloroform eklenip {izerine derisik H2SOs tlipiin
kenarindan sizdirilir. Alttaki kloroformlu tabakada olusan kirmizi renk steroidlerin
varhgmi gosterir. Bagka bir testte ise, ham ekstre tizerine 2 ml kloroform ile
karistirilip lizerine 2 ml derisik HoSO4 ve 2 ml asetik asit bu karisimin iizerine ilave

edildiginde olusan yesilimsi renk steroidlerin varligini gésterir (82).

B.2.2.2. Tanenlerin Teshisi

20 mg ekstre, 10 ml suda ¢oziindiiriliir, lizerine 1-2 damla % 5’lik FeCls

cozeltisi ilave edilir. Olusan mavi renkli ¢okelti tanen varligini gosterir (83).

B.2.2.3. Flavonoitlerin Teshisi (Siyanidin Reaksiyonu)

30 mg ekstre {izerine, 3 ml etanol ve 0.2 mg magnezyum tozu ilave edildikten
sonra derisik HCl damla damla ilave edilir. Flavon glikozitleri varliginda numunede

turuncu-mor arasinda degisen bir renklenme gozlenir (82).

B.2.2.4. Alkaloit Teshisi

20 mg ekstre, 5 ml 1 N siilfiirik asit ile 1 dk calkalanir. Siiziildiikten sonra iki

ayr1 tiibe 1’er ml alinir. *Mayer ve **Dragendorf reaktifleri ile muamele edilir.
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Mayer reaktifi ile beyaz renkte ve Dragendorf reaktifi ile turuncu renkte cokelti

olusmasi alkaloit varligini gosterir (83).

B.2.2.5. Saponozitlerin Teshisi

Kopiirme testi: Ekstre 20 ml distile su ile diliie edilip dereceli bir silindirin
icinde 15 dakika g¢alkalanir. 1 cm kdpiik olusumu saponinlerin  varligini gosterir
(82).

B.2.2.6. Kumarinlerin teshisi
5 ml etanol ¢ozeltisi buharlastirilarak kalan tortunun tizerine 1-2 ml sicak distile
su ilave edilip ¢ozelti ikiye ayrilir. Hacmin yarist sahit ¢ozelti olarak ayrilir. Diger
yarisina ise 0,5 ml %10 NH4OH c¢ozeltisi ilave edilir. Her iki kisim da filtre kagidina
damlatilarak UV 15181 altinda incelenir. Yogun floresans renk kumarin varligim
gosterir (83).
B.2.2.7. Seker ve indirgen sekerlerin tayini
Ekstre 5 ml distile suda ¢oziiliir ve siiziiliir. Elde edilen siiziintii Molish, Benedict
ve Fehling testleri i¢in kullanilir.

a) Molish testi: Siiziintii bir test tiipiine alinip tizerine 2 damla a-naftol
¢ozeltisi damlatilir. Olugsan menekse renkli halka karbonhidratlarin varligini gosterir.

b) Benedict testi: Siiziinti ***Benedict reaktifi ile muamele edilir ve
yavasca 1sitilir. Olusan turuncu-kirmizi ¢okelti indirgen seker varliina isaret eder.

c) Fehling testi: Siiziintii dilie HCI ile hidrolize edilip alkali ile nétralize
edilir ve ****Fehling A ve B ¢ozeltileri ile 1sitilir. Olusan kirmizi ¢okelti indirgen
sekerin varligin1 gosterir (82).

B.2.2.8. Nisastanin teshisi
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1 mg ekstre, 1 ml su ile bir dakika boyunca kaynatilir. Sogumasinin ardindan
stiziiliir. Siiziintiiniin tizerine 1 damla % 1°lik iyot ¢ozeltisi ilavesi ile meydana gelen
koyu mavi renk nisasta varligini gosterir (83).

B.2.2.9. Triterpenoidlerin teshisi

Kuru ekstre 2 ml kloroform ile ¢oziiliip kuruluga kadar buharlastirilir. Bunun
tizerine 2 ml derisik H2SO4 eklenip 2 dakika boyunca isitilir. Olusacak grimsi renk
terpenoidlerin varligin1 gosterir (82).

B.2.2.10. Antrakinonlarin teshisi (Borntriger reaksiyonu)

50 mg toz drog 25 ml 2N HCI ile 15 dakika sitilip sogutulduktan sonra
ayirma hunisine alinip 20 ml eter ile ¢alkalanir. Antrakinonlarin hidrolizi sonucunda
eter tabakasinda bulunan alkali hidroksitler 10 ml %10 (A/H) amonyak ¢6zeltisi ilave
edilip calkalanir. Sulu tabaka pembe-kirmizi renk verir (83).

5. BIYOLOJIK AKTIVITE TAYINLERI

A. SITOTOKSIK AKTIVITE TAYINI

1. TEORIK KISIM

Ranunculus constantinopolitanus DC. ‘un toprak {stii kisimlarindan
hazirladigimiz etanol, metanol, etil asetat, n-hegzan ve su ekstreleri ile Brine Shrimp
(Artemia salina) metodu uygulanarak drogun sitotoksisitesi aragtirtlmustir.

Yaptigimiz literatiir ¢alismasinda yapilan bir ¢alismada, cesitli Ranunculus
tiirlerinin Brine shrimp yontemiyle sitotoksisitesi aragtirilmig ve R. pedatus Waldst.
& Kit. subsp. pedatus ‘un n-hegzan, etil asetat, metanol ve su ekstrelerinin sitotoksik
etki gosterdigini, bunun da ekstrelerin icerdigi viteksin, izoviteksin, ursolik asit ve

berberinden kaynaklandigini bildirilmistir (69).
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* Mayer Reaktifi: 1.35 g HgCly, 5 g KI, 100 ml H20 (69).

** Dragendorf Reaktifi: 5 g Biz(CO3)s, 10 ml derisik HCI, 25 g K1, H,O g.s.p. 100 ml (69).
***Benedict reaktifi: 173g NazCsHs07.2H,0 , 100 G Na,COs, 17,3 g Cu SO4.5H,0
****Fehling A : 150 g CuS0O4.5H,0, 5 ml H,SO4

Fehling B: 150 g KNaCsH4Os, 300 ml %33 NaOH (83).

2. PRATIK KISIM

2.1. MATERYAL VE METOD

Ranunculus  constantinopolitanus DC. bitkisinin toprakiistii kisimlari
toplanarak, golgede, oda sicakliginda, ara sira karistirllmak suretiyle kurutuldu ve toz
edildi. Drogtan etanol, etilasetat, n-hegzan, metanol ve su ekstreleri hazirlandi. Bu
ekstrelere Artemia salina (Brine-shrimp) sitotoksik aktivite metodu uygulandi.

2.1.1. Brine shrimp (Artemia salina Leach.) Larvalariin Hazirlanisi

3.8 g deniz tuzu 100 ml distile suda ¢éziiliip tanka kondu. igine Brine shrimp
(Artemia salina Leach.) yumurtalart eklendi. Devamli 1s1k altinda birakilan
yumurtalar 48 saat iginde ¢ikt1 (69,85).

2.1.2. Brine shrimp (Artemia salina Leach.) Metodu

1. 3.8 g deniz tuzu (Sigma-9883), 100 ml distile suda ¢oziildii.

2. Tuzlu su tanka konur ve {izerine Brine Shrimp yumurtalari eklendi.

3. Devamli 151k altinda birakilan yumurtalardan, 2 giin ig¢inde larvalar
cikt1.

4. Maddelerden; 1000, 100, 10 ppm olmak iizere 3 ayr1 konsantrasyonda

¢Ozeltiler hazirlandi.
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1000 ppm’lik ¢ozelti hazirlamak i¢in, 20 mg madde 2 ml c¢oziiciisiinde
¢oziindiriildi. 3 ayr1 flakona 0.5’er ml konur. 100 ppm konsantrasyonda ¢ozelti
hazirlamak i¢in, geriye kalan 0.5 ml’den alinan 0.2 ml ¢ozelti ¢oziiciisii ile 2 ml’ye
tamamlandi ve bundan alinan 0.5 ml’lik miktarlar 3 ayr1 flakona kondu. 10 ppm’lik
¢Ozelti hazirlamak icin de geriye kalan ¢ozeltiden 0.2 ml alinarak, ¢oziiciisii ile 2
ml’ye tamamland1 ve 3 ayri flakon 0.5’er ml kondu. Kontrol amaciyla 1 flakona da
sadece 0.5 ml ¢oziicii kondu. Coziiciiler uguruldu.

1. 48 saat sonra Brine Shrimp larvalar1 yumurtadan ¢ikip, hazir hale
gelince her flakona 5 ml % 3.8’lik deniz tuzu ¢ozeltisi eklendi ve 10 larva sayilarak
kondu.

2. 24 saat sonunda, yasayan Brine Shrimp larvalar1 sayilir ve kaydedildi.

3. Veriler bilgisayar yardimiyla degerlendirilerek LCso degerleri
hesaplanda.

Artemia salina metodunu uygulamak i¢in; drogumuzun etanol, etilasetat, n-
hegzan ekstreleri ve suyu ucurulan infiizyonundan 20’ser mg tartilip, 2 ml kendi
coziiclilerinde  ¢Oziindiiriildi. = Maddelerden; 1000, 100, 10  ppm’lik
konsantrasyonlarda cozeltiler hazirlandi. Her konsantrasyon ig¢in, 3 ayr1 flakona
0.5’er ml ¢ozelti konuldu. Kontrol amaciyla her ¢oziiciiden birer flakona 0.5 er ml
konuldu. Coziicliler uguruldu. Larvalar hazir olunca yine her bir flakona 5’er ml
deniz tuzu ¢ozeltisi ilave edilip, 10’ar tane larva sayilip, eklendi. 24 saat sonunda
yasayan Brine Shrimp larvalar1 sayilarak, veriler bilgisayarda degerlendirildi, LCso
degerleri hesaplandi (106,107). (Tablo 6).

B. WST-1 HUCRE PROLIFERASYONU YONTEMI ILE
SITOTOKSIK AKTIVITE TAYINi

1. TEORIK KISIM
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De-Li ve arkadaslarmin R. ternati ’den eclde edilen polisakkarit
ekstrelerinin gogiis kanser hiicreleri iizerindeki aktivitesini incelemek amaciyla
yiriittiikkleri bir calismada MTT yontemi ile MCF-7 go6giis kanseri hiicre serileri
kullanmuslardir. R. ternati polisakkaritlerini i¢eren ekstrelerin kor kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, hiicre apoptozuna sebep oldugu bulunmustur. Sonug olarak,

drogun gogiis kanser hiicrelerine karsi olduk¢a azaltici etkisi oldugu gosterilmistir

(88).

2. PRATIK KISIM

WST-1 yontemi, iiretici olan Roche yonergelerine gore ¢aligilmistir. (Cell
proliferation reagent WST-1 (VERSION Agust 2006. Cat no. 11 644 807 001)
WST-1 yontemi kalorimetrik bir yontemdir ve bu yontem WST-1 tetrozolium
tuzunun, hiicrenin mitokondrial dehidrogenazlari tarafindan (solunum zincirinin bir

pargast olan) boliinmesi temeline dayanan bir yontemdir.

0f 8- of

S0;MNa \_ h SuNa

50:Na 50;Na
W5F1 Formazan
Acik kirmiz Koyu kirmizi

Sekil 6. Tetrazolium WST-1 tuzunun {4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-
2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfonate} formazona doniisimii. (EC: elektron

ciftleme reaktifi RS: mitokondrial siiksinat-tetrazolium indirgeyici sistem)
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WST-1 reaktifi 1s18a duyarl, hiicre metabolizmasi ile de sicakliga duyarlidir.
Is1g1 azaltip sicakligi 37°C civarinda tutmak gerekir. Sari-turuncu renkli olan WST-1
rektifi, formazonda ¢6ziinebilen kararli, 450 nm’de Elisa (mikrotest) kullanarak
Ol¢iilmiistiir. Drogumuzdan hazirlanan metanol, etanol, etil asetat, n-hegzan ve su
ekstreleri igin WST-1 yontemi kullanilarak hiicre proliferasyonu aktivitesi incelenir
(87).

Hiicre yasayabilirligini belirlemede kullanilan boyama testleri, yasayan
hiicrelerin bozulmamis hiicre membranlarinin disindan bazi boyalarla 6rnegin tripan
mavisi, eosin veya propidium gibi boyalar ile boyanmasi prensibine dayanan bir
yontemdir. Olii hiicreler bu boyamayr yapmaz. Bu testte hiicre siispansiyonu ile
basitce karigtirtlip gorsel olarak hiicrenin yasayip yasamadigmin belirlenmesinde
kullanilir. Yasayan hiicreler agik renkli bir sitoplazmaya sahip olacak, yasamayan
hiicreler ise mavi renkli sitoplazmaya sahip olacaktir. %0,4 steril filtreli tripan
mavisinin 50 ul 1:10 (v/v) karistmi HBSS (Hanks Buffered salt solution)’de oda
sicakliginda 2 dk inkiibe edilir. Kiiltiirlerdeki mavi (61ii) hiicreler 40 kat biiyiitme ile
g6zlenir (88).

2.1 Materyal ve Metod

Caligmada, PC3 (androjene bagimli olmayan prostat kanseri hiicreleri), HelLa
(insan servikal karsinoma), Vero (yesil maymun (Cercopithecus aethiops) bobrek
epitiel hiicreleri) ve MRCS5 (insan emriyonik akciger fibroblasti) hiicreleri
kullanilmistir. Bu hiicreler ATCC (Tunisian Cancer Control Assosiation)’den temin
edilmistir. Hiicreler L-glutamin (2 mmol/L) ve % 10 fotal sigir serum (FBS) ilave
edilen DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Media) veya EMEM (Eagle’s Minimum
Essensial Medium) besiyerinde 37°C ve %5 CO2’li ortamda inkiibatérde gogaltiligtir.

Kullanilan hiicre kiiltiirii ¢ozeltileri metaryeller LONZA (Lonza BioPharma Ltd.,
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Switzerland) firmasindan, plastik malzemeler ise Corning firmasindan alinmistir.
WST-1 Cell proliferasyon reaktifi Roche Diagnostics’ten satin alinmistir. Biyolojik
caligmalarda, santrifiij cihaz1 (Kuboto), vorteks cihazi (Boeco), laminar hava akiml
kabin (ESCO), CO; inkiibatorii (Thermo), inverted mikroskop (Leica), sayim lami
(Hausser) ve mikroplaka okuyucu (molekular devices) kullanilmistir.

Sitotoksisite testi igin, tripan mavisi ile Neubaer laminda sayilarak her bir
kutucuga ortalama 5x10° hiicre olacak sekilde ayarlandi. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plakalarina, her kuyucuk icerisinde 190 ul hiicre slispansiyonu konuldu. Hiicrelerin
kuyucuklarin tabanina yapisabilmesi i¢in 24 saat beklenildikten sonra reaktif
maddeler final konsantrasyonu 250 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 10 pg/ml olacak ve
DMSO (dimetil siilfoksit) yiizdesi % 0.2 olacak sekilde eklendi. Negatif kontrol
olarak reaktif madde icermeyen DMSO kullanildi. 72 saat sonra her bir kuyucuga 10
ul WST-1 igeren 100 pl taze besiyeri eklenerek iki saat inkiibe edildi. Daha sonra
plakalarin absorbanslari 440 nm dalga boyunda ve 650 nm referans araliginda Elisa
okuyucu (spektrofotometre) kullanilarak o6lgiildi. WST-1 suda ¢o6ziinen bir
tetrozolyum tuzu olup c¢aligma prensibi, bu tetrazolyum tuzunun canli hiicre
mitokondrilerindeki dehidrogenaz enzimi ile parcalanarak formazan tuzun
doniismesine ve formazan tuzundan kaynaklanan turuncu renk reaksiyonunun
spektrofotometrik olarak olglilmesi esasina dayanmaktadir. Boyanin yogunlugu,
metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisi ile orantilidir.

Plakadaki hiicrelerin % canlilig1 agsagidaki denklem ile hesaplanir.
% Viabilite = (Ornek absorbansi / Kontrol absorbansi) x 100
C. ANTIMIKROBIYAL AKTIVITE TAYINI

1. TEORIK KISIM
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Pek ¢ok Ranunculus tiiriinde oldugu gibi, R.constantinopolitanus’ ta lakton
yapisindaki protoanemonin igerir ve taze haldeyken toksik etki gosterir (23,24). Halk
arasinda hemoroid tedavisinde (40), iltihap giderici, agr1 kesici (22) ve romatizma
tedavisinde (14-16) kullanilir.

Terzioglu ve arkadaslar1 R.constantinopolitanus ve R. arvensis’in ugucu
yaginin antibakteriyel aktivitesini incelemisler ve P. aeruginosa, E. faecalis, S.
aureus ve C. albicans ‘a kars1 antimikrobiyal etkisi oldugunu gostermislerdir (67).

Kaya ve arkadaslar R. marginatus var. trachycarpus ve R.
sprunerianus’un antibakteriyal aktivitelerini incelemis hegzan, etil asetat, metanol
ve su ekstrelerinin disk diflizyon yontemiyle test edilen biitiin bakterilere
(Streptococcus faecalis ATCC 8043, Staphylococcus aureus ATCC, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella typhimurium
CCM 5445, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterobacter aerogenes ATCC
13048, Escherichia coli ATCC 29998) kars1 aktivite gosterdigi belirlenmislerdir

(90).

2. PRATIK KISIM

R.constantinopolitanus  bitkisinin toprak iistii kisimlari tarihinde izmir ili
Karsiyaka ilcesi, Karagdl mevkiinden toplandi. Temizlenip uygun biiyiikliikte
pargalanarak, sik sik karistirilmak suretiyle, golgede, oda sicakliginda kurutulup
ardindan drog toz edildi.

Bu drog tozlarindan hazirlanan etanol, etil asetat, n-hegzan, metanol ve su
ekstreleri 4 mg/ml olacak sekilde kendi ¢oziiciisiinde ¢oziildi, sonra Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (89,91) 6nerileri dogrultusunda Disk Difiizyon

ve Mikrodiliisyon Metodu uygulanarak antimikrobiyal aktiviteleri arastirildi.
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2.1. MATERYAL VE METOD
2.1.1. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi
2.1.1.1. Test Mikroorganizmalari:

Calismada test mikroorganizmalart olarak Gram-pozitif bakterilerden;
Bacillus cereus ATCC 7064, Staphylococcus aureus ATCC 6538-p, S. epidermidis
ATCC 12228, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Gram-negatif bakterilerden;
Escherichia coli ATCC 29998, Salmonella typhimurium CCM 5445, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 ve ayrica bir adet
maya; Candida albicans ATCC 90028 kullanilmigtir. Mikroorganizmalar -80 °C’ de
%10 gliserinli Brain Heart Infusion Broth (BHIB) (Oxoid) besiyeri igerisinde
saklandi. Kullanilmadan 6nce bakteriler ve mayalar sirasiyla, Mueller Hinton Broth
(MHB) (Merck) igerisinde 35°C’ de 24 saat ve Saboraud Dextrose Broth (SDB)
(Merck) igerisinde 35 °C’ de 48 saat inkiibe edilerek aktiflestirildi.

2.1.1.1.1. Disk Difiizyon Metodu

Bakteri suslart ve maya susu aktiflestirildikten sonra serum fizyolojik
solusyonu igerisinde 0,5 McFarland (bakteri: 1x107-1x108 koloni olusturan birim
(kob/ml); maya: 1x10°-1x10° (kob/ml)) standart yogunluguna ayarlanmis ve buradan
0,1’er ml alinarak firma onerileri dogrultusunda hazirlanip otoklavda steril edildikten
sonra petrilerde katilastirilmis Mueller Hinton Agar (MHA) (Merck) veya Sabouraud
Dekstroz Agar (SDA) (Merck) besiyerinin yiizeyine steril ekiivyon yardimi ile
inokule edildi. Daha sonra 20 pl ekstre soliisyonuyla doyurulmug 6 mm ¢apindaki
steril filtre kagit diskler (Oxoid) (80 pg ekstre/disk) inokule edilmis MHA ve SDA
petrileri ylizeyine yerlestirildi. Bakteriler i¢in (89) 35 °C’de 18-24 saat, maya i¢in
(91) 35 °C’de 24-48 saat inkiibasyondan sonra, inhibisyon zon g¢aplart mm olarak

Olciildi.  Ayrica, c¢alismada kullanilan c¢oziiclilerin antimikrobiyal aktiviteye
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katkisinin olup olmadigi ekstre ilave edilmeden ayni miktar ¢oziicii kullanilarak test
edildi. Tim denemeler 3 tekrarli olarak uygulandi.

Testin dogrulugu ve ekstrelerin etkinligi Ampisilin  (10pug- Oxoid),
Siprofloksasin (5pug- Becton Dickinson) ve Flukonazol (25ug- Oxoid) diskleri
kullanilarak degerlendirildi.

2.1.1.1.2. Minimum Inhibitor Konsantrasyon (MiK) ve Minimum
Bakterisidal/Fungisidal Konsantrasyon (MBK/MFK)’un Belirlenmesi

Ekstrelerin minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK)’lar1 mikrodiliisyon
metodu ile belirlendi. Bakteri suslar1 ve maya susu aktiflestirildikten sonra serum
fizyolojik soliisyonu igerisinde 0,5 McFarland (bakteri: 1x107-1x10® koloni
olusturan birim (kob/ml); maya: 1x10%-1x108 (kob/ml)) standart yogunluguna
ayarlanmis ve buradan 0,1’er ml alinarak Mueller Hinton Broth (MHB) ve
Sabouraud Dekstroz Broth (SDB) besiyerinde 100 kat diliie edilmistir. Steril U
tabanli 96 kuyucuklu mikroplaklar igerisine 50 ul MHB dagitildiktan sonra, stok
ekstre ¢ozeltisinden (4096 pg/ml) 50 pl alinarak ilk kuyucuklara ilave edildi.
Daha sonra ilk kuyucuklarda 100 pl olan besiyeri-ekstre karigimmdan 50 pl’si
alinip yan kuyucuklara aktarilarak ekstrelerin 16-2048 pg/ml araliginda 50 pl
hacimde ¢ift kath diliisyonlar1 hazirlandi. Son olarak mikroorganizma
siispansiyonlar1 esit hacimde tiim kuyucuklara eklendikten sonra bakteriler 35
°C’de 18-24 saat, maya ise 35 °C’de 24-48 saat inkiibe edildi. Mikroplak {izerinde
tireme kontrolii, besiyeri kontrolii ve ¢oziicii kontrollerine de yer verildi. Siire
sonunda gozle goriilebilir iiremenin olmadigi en diisiik konsantrasyon MIK
olarak ifade edildi. Ayrica bulaniklik gériilmeyen tiiplerden 10 pl alinarak uygun
besiyerine ekimler yapilarak biiyiime olup olmadigi da kontrol edilmistir. Negatif

citkan ya da sadece 1 koloni gelistigi goriilen kuyucuklardaki ekstre
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konsantrasyonu ise MBK/MFK olarak degerlendirilmistir. Denemeler {i¢ tekrarl
olarak yiritilmistiir. Standart antimikrobiyaller olan Ampisilin (Sigma-
Aldrich), Siprofloksasin (Kog¢ak Farma) ve Flukonazol (Sigma-Aldrich)

kullanilarak testin dogrulugu ve ekstrelerin etkinligi degerlendirildi.

D. ANTIOKSIDAN AKTIVITE TAYINI
1. TEORIK KISIM
Drogumuzdan hazirlanan ekstrelerimiz igin, total antioksidan kapasite
Olgtimleri DPPH (2-2'-difenil-1-pikril hidrazil) radikali yakalama yontemi ile
gerceklestirildi. Ayrica bu ekstredeki toplam fenolik madde ve toplam flavonoit
madde analizleri de yapildi.
2. PRATIK KISIM
2.1. MATERYAL VE METOD
R. constantinopolitanus DC. bitkisinin toprak tstii kisimlar1 toplanarak,
golgede, oda sicakliginda, ara sira karistirllmak suretiyle kurutuldu ve toz edildi.
Drogun n-hegzan, etil asetat, etanol,metanol ve su ekstreleri hazirlanarak
antioksidan aktivitesi incelendi.
2.1.1. DPPH Radikali Yakalama Aktivitesi
Hazirlanan n-hegzan, etil asetat, metanol, etanol ve su ekstrelerinin total
antioksidan kapasite ol¢limleri M. A. Esmaeili ve arkadaglarinin uyguladigi metoda
gore yapildi (92). Bu yonteme gore, belli bir konsantrasyon araligindaki (250 mg/ml,
400 mg/ml, 500 mg/ml, 750 mg/ml, 1000 mg/ml konsantrasyonlarinda) uygun

oranda seyreltilmis 6rnek ekstraktlarin, belli bir konsantrasyon araligindaki (10 pg/1
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ml, 15 pg/1 ml, 20 pg/1 ml, 25 pg/1 ml, 40 ug/1 ml, 50 ug/1 ml, 60 pg/l1 ml, 75 pg/l
ml, 100ug/1 ml) uygun oranda seyreltilmis a-tokoferol {izerine, 4 ml 0.004 mM’lik

DPPH ¢ozeltisi eklendikten sonra, 30 dakika oda sicakliginda karanlikta yarim saat

bekletildi.
Hy CHy
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DPPH radikali Indirgenmis DPPH

Sekil 7. DPPH’in  kimyasal reaksiyonunun sematik gOsterimi

http://www.naturalsolution.co.kr/tech21e.html (93)

Bu siire sonunda absorbans degerleri, UV-Vis Unicam Spektrofotometresinde
517 nm’de metanole kars1 6l¢iildii. DPPH (y=0,966x+3,285, R?=0,994) kalibrasyon
egrisi ¢izildi. Orneklerinin ECso degerleri DPPH kalibrasyon grafiginden
yararlanilarak hesaplanp Orneklerin antioksidan aktiviteleri, a-tokoferole esdeger
olarak hesaplandi. Yapilan tim deneyler 3 tekrarli olarak gergeklestirildi ve
sonuclarin ortalamasi alindi.

I= Inhibisyon

Aros=Kontrol bileseninin absorbansi

Asmer=Test bileseninin absorbansi

I (%)=[(Abos- Asrmer)! Abos]¥100 formiilii kullamlarak % DPPH inhibisyon
degeri hesaplanarak a-tokoferol degerleri ile karsilastirildi.

2.1.2 Toplam Fenolik Madde Analizi
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Toplam fenolik madde analizi yaygm bir metot olan Folin-Ciocalteu
yontemine gore yapildi. Deneyde Singleton ve Rossi (1965) ’nin uyguladigi Folin-
Ciocalteu metoduna goére fenolik madde tayini yapildi. Bu yonteme gore uygun
oranlarda seyreltilmis 100 pl (0.1 ml) ekstrakt ¢ozeltisine 2.8 ml deiyonize su ilave
edilip 2 ml % 2’lik Naz(CO)s eklendi ve son olarak 0.1 ml % 50’lik Folin Ciocalteu
reaktifi eklenerek karistirildi. 25°C’de karanlikta 30 dk bekletildikten sonra 750
nm’de suya kars1 absorbansi 6l¢iildii. Toplam fenol igerigi, gallik asit kalibrasyon
egrisinden yararlanilarak gallik asit esdegeri olarak verildi. Deneyler 3 tekrarli olarak
gerceklestirildi ve sonuglarin ortalamasi alindi (94).

2.1.3 Toplam Flavonoid Analizi:

Toplam flavonoit konsantrasyonu ise kolorimetrik olarak UV
spekrofotometre ile hesaplandi. Bu yonteme gore uygun oranlarda seyreltilmis 500
ul (0.5 ml) ekstrakt ¢ozeltisine, 1.5 ml % 95 ’lik etanol ilave edildi, sonra 100 ul (0.1
ml) AICIz eklendi ve son olarak da 2.8 ml deiyonize su koyularak 40 dk inkiibasyona
birakildi. Karigimin absorbansi 415 nm’de etanole kars1 6l¢iildii, standart flavonoit
olarak kersetin kullanildi. Deneyler 3 kez tekrar edilerek gergeklestirildi ve
sonuglarin ortalamalar1 alindi (95,96).

BOLUM I
BULGULAR
A. BOTANIK BOLUM

A.1. MAKROSKOBIK BULGULAR

R. constantinopolitanus DC. 30-70 cm uzunlugundadir. Yapraklar parcali,
orta yesil renkli, en fazla 10 cm uzunlugundadr. Cicekler, salkima benzer birlesik

salkim (panikiil) seklinde, parlak sari, yuvarlak sekilli 7 cm’e kadar olabilen bir
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yapidadir. Sepaller agik sar1 renklidir. Ci¢ceklenme zamani Nisan’la Haziran aylari
arasindadir (97).

Ranunculus tiirleri hemikriptofit tip, ¢icek tomurcugu tasiyan siirgiinleri tek bir
vejetasyon siliresi i¢in canli olup, uygun olmayan mevsimde kuruyarak o&len
bitkilerdir (98). Tamamiyle otsu bir bitki olan Ranunculus’larda iletim demetlerinin
govdede biraz dagimik dizilisi ve vaskuler kambiyumu bulunmayisi bakimindan
monokotiledonlara benzer (99).

A.2. MIKROSKOBIK BULGULAR

B.1 Govdeye Ait Incelemeler ve Bulgular

Govde enine kesiti genel olarak incelendiginde, epidermis hiicreleri bir
kiitikiila tabakasi ile ortiiliidiir. Hipodermis tabakasi, kiitikiilanin altinda bulunan
epidermis hiicrelerinin altinda tek sirali ve ¢eperleri kalinlasmis halde bulunur.
Hipodermis tabakasinin altinda bir sira halinde bulunan ince geperli ve kloroplast
iceren parankimatik hiicreler bulunur. i¢ kisma dogru ise, parankimatik hiicrelerin
ceperleri kalinlasip odunlasarak kloroplastlarini kaybeden parankimatik hiicrelerden,
caplart distan ice dogru biiyliyen ve g¢eperleri incelen parankimatik hiicereler
bulunmaktadir. Sklerankima demetleri ise, bu c¢eperleri incelen parankimatik
hiicrelerin i¢inde kapali koleteral iletim demetleri ve bu iletim demetlerinin dig
yiizeye bakan kisimlarinda bulunur. Goévdenin 6z kismi, bu kisimda bulunan
hiicrelerin parcalanmasi sebebiyle bos olarak goriilmektedir. Govde epidermisi
yiizeyinde epidermis hiicrelerinin ince, uzun ve uglari sivri halde ve ¢eperlerinin ince
ve stomalarinin anomositik tipte oldugu goriilmektedir. Govde yiizeyel kesitinde ise

tek hiicreli ve geperleri kalinlagmis basit ortii tiiyleri vardir.
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Resim 4. Govde Enine Kesiti

a-parankimatik hiicreler, b-floem, c- sklerankima demeti, d- ksilem, e-

epidermis, f- 6z boslugu

Resim 5. Govde Enine Kesiti

a-Epidermis, b-Oz Boslugu, c-Ksilem, d-Sklerankima Demeti, e-Floem,

f- Parankimatik Hiicreler
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Resim 6. Govde Yiizeyel Kesiti ~ a-stoma

Resim 7. Govde Yiizeyel Kesiti
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Resim 8. Govde Yiizeyel Kesiti

Resim 9. Govde Yiizeyel Kesiti
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B.2 Koke Ait incelemeler ve Bulgular

Ksilem kollar1 arasinda bulunan floem ise, kalburlu boru ve arkadas
hiicrelerinden olugmustur. Kokiin merkez kismi olgun primer vaskiiler hiicrelerle
doludur. Ranunculus tiirlerinde, 6z Ortiisii cok erken oliir ve yerini 6z kabugu alir
ve genig bir interfasikiilar alan olustururlar. Kambiyum, floem ve ksilem arasinda
birka¢ hiicre olusturur, bu hiicrelerin bazilar1 sekonder trakeal elementler halinde
farklilagir, digerleri ise parankimatik kalir. Ksilem kollarmin digindaki periskl
hiicreleri boliiniir ve endodermiste sekonder c¢eperler gelisir (100) Endodermis
hiicrelerinin ¢eperleri ince gegit hiicresi seklinde bulunur ve endodermisin ig
kisminda bulunan periskl hiicrelerinin ¢eperleri kalinlagsmis ve odunlagmisg
durumdadir. Ksilem tetraak seklindedir. Ranunculus tiirlerinde tetraak (dort kollu)
kok bulunur. Tetraak kokte tek tabakali periskl vaskular elementlerin disinda bulunur

ve kaspari seritli tek sira endodermisle ¢evrilidir (101).

Resim 10. Kok Enine Kesiti
a-ekzodermis, b-kabuk parankimasi, c-perisikl, d- endodermis, e-trake, f-

floem, g-nisasta
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Resim 11. Kok Enine Kesiti

a-endodermis, b-floem, c-trake, d-nisasta, e-endodermis, f-gegit hiicresi

B.3. Yapraga Ait incelemeler ve Bulgular

Yaprak dorsiventral yapidadir ve 2 hiicre sirast sikisik palizat ve 4-5 hiicre
sirast da sirali siinger parankimasi igerir. Alt ve list epidermiste yer alan hiicrelerin
dorsal g¢eperleri ventral ¢eperlerden daha kalindir, fakat lateral ¢ceperlerinden incedir.
Alt ve iist epidermiste bulunan stomalar mezofitiktir. Orta damar1 ¢evreleyen damar
parankimasi hiicreleri bol miktarda kloroplast igerir. Orta damarda koleteral iletim
demetleri ile, alt epidermiste bulunan hiicreler arasinda 2-3 hiicre sirasindan olusan
ceperleri kalilasmis sklerenkima demetleri bulunmaktadir. iletim demetleri ile alt
epidermis arasindaki hiicrelerin ¢eperleri biraz kalinlagmis haldedir ve tek sirali 3-4

hiicreden ibaret kollenkima bulunmaktadir.
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Resim 12. Yaprak Enine Kesiti
a-palisat parankimasi, b-iist epidermis, c-iletim demetleri, d-siinger parankimasi, e-

alt epidermis

B.4. Toz Drog Uzerinde Gergeklestirilen Mikroskobik Incelemeye Ait

Bulgular

Toz drog incelendiginde, tek hiicreli basit ortii tiyleri, iletim demetleri,

anomasitik tipte stoma tasiyan yaprak ve govde epidermis hiicreleri bulunmaktadir.
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Resim 13. Toz Drogta Stoma ve Ortii Tiiyii

Resim 14. Toz Drogda iletim Demeti ve Ortii Tiiyii



Resim 15. Toz Drogta Ortii Tiiyii ve Tiiy Taban1 a-stoma

Resim 16. Toz Drogta Yaprak Epidermisi ve Tiiy Tabani
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C. KIMYASAL BOLUM

1. KALITE KONTROL CALISMALARINA AiT BULGULAR

DAB 10 (Alman Farmakopesi)’da (78) verilen kalite kontrol yontemleri esas

alinarak toz drog numunesi iizerinde yapilan denemeler sonucunda 3 paralel deneme

yapilmistir ve elde edilen sonuglar asagida yer almaktadir.

Drog Miktar1 (g) % Kurutmada Kayip Miktar1
1.0180 6.689
1.0034 7.285
1.0033 6.897

Ortalama % Kurutmada Kayip Miktari: 6.957 + 0,246

Tablo 1. % Kurutmada Kayip Miktar Tayini Sonuglari

Drog Miktar1 (g) % Toplam Kiil Miktari
1.027 14.522
1.004 15.357
1.024 14.995
Ortalama % Total Kiil Miktar1: 14.958 + 0.341

Tablo 2. % Total Kiil Miktar Tayini Sonuglari

Drog Miktar1 (g) % Siilfat Kiili Miktar1
1.0005 19.550
1.0003 18.444
1.0021 17.972
Ortalama % Siilfat Kiilii Miktar1: 18.655 + 0.651

Tablo 3. % Siilfat Kiilii Miktar Tayini Sonuglari
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Drog Miktar1 (g)

% HCI de Coziinmeyen Kiil

Miktari
1.0007 1.928
1.0025 1.865
1.0043 1.891

Ortalama % HCI de Coziinmeyen Kiil Miktari: 1.894+ 0.0641

Tablo 4. % Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini Sonuglari

2. FITOKIMYASAL ANALIZ SONUCLARI

Ekstreler %Verim(g) St | Tri S T Ant F S |[inS | K
Metanol 10,716
+ + +
n-Hegzan 2,661
Su 9,304
Etil asetat 7,088
+

Tablo 5. Drogdan hazirlanan metanol, n-hegzan , etilasetat ve su ekstrelerinin

fitokimyasal analiz sonuglari

St:Steroidler, Tri:Triterpenler, A:Alkaloidler, S:Saponinler, T:Tanenler, a:Antrakinon,

F:Flavonoitler, S:Seker, Ind S:I ndirgen seker, K:Kumarin, N:Nisasta
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D. R CONSTANTINOPOLITANUS DC. UZERINE BiYOLOJIK
AKTIVITE TAYINLERININ SONUCLARI
1. SITOTOKSIK AKTIVITE TAYININE AIT BULGULAR
Hazirlanan etanol, etil asetat, n-hegzan, metanol ve su ekstrelerinin sitotoksik
aktiviteleri Brine Shrimp (Artemia salina) metodu kullanilarak arastirilmis ve

sonuclar Tablo 6 ’da verilmistir.

Ekstreler ppm LCso
Etanol 1000: 100: 10 -
Etil asetat 1000: 100: 10 -
N-hegzan 1000: 100: 10 -
Metanol 1000: 100: 10 -
Su 1000: 100: 10 -
Kolsisin 0.0009

Tablo 6. Drogumuzun sitotoksik aktivite tayini sonuglari

2. WST-1 HUCRE PROLIFERASYONU YONTEMIi iLE SITOTOKSIK
AKTIVITE TAYININE AiT BULGULAR

R. constantinopolitanus DC. bitkisinden hazirlanan etanol ve kloroform
ekstreleri WST-1 hiicre proliferasyonuile sitotoksik aktivitesinin belirlenmesi amaci
ile gergeklestirilmistir. Bitkinin etanol ekstresi 1,5 mg/ml, 1,4 mg/ml, 1,7 mg/ml, 1
mg/ml, 1,5 mg/ml derisimlerde hazirlanmistir. Kloroform ektresi ise, 2 mg/ml, 1,6
mg/ml, 1,7 mg/ml, 2 mg/ml, 2 mg/ml, 1,4 mg/ml derisimlerde hazirlanmstir.
Hazirlanan ekstreler, DMSO (dimetil siilfoksit)’da ¢oziilerek 125mg/ml, 50 mg/ml,
25 mg/ml, 12,5 mg/ml ve 5 mg/ml olacak sekilde stok ¢oOzeltiler hazirlanip, final

konsantrasyonlar1 ise 250 mg/ml, 100 mg/ml, 50 mg/ml, 10 mg/ml olacak sekilde
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ayarlanmistir. Sonug¢ olarak ise, kullanilan etanol ve kloroform ekstrelerinin s6z

konusu hiicrelerde herhangi bir sitotoksik etkisi incelenen dozlarda gozlenmemistir.

3. ANTIMIKROBIYAL AKTIVITE TAYININE AIT BULGULAR
Antimikrobiyal  aktivite  deneyleri  sonucunda,  drogumuzdan’dan
hazirladigimiz ekstrelerin, 9 farkli bakteri ve 1 maya iizerinde olusturmus oldugu

inhibisyon zonlarinin capi Tablo-7’de verilmistir.
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Tablo 7. R. constantinopolitanus DC. ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri
M.o. Etanol n-Hegzan Etil Asetat Su Metanol S.A.
() Zg. | MIK/MBK | Zg¢. | MIK/MBK | Zg¢. | MIK/MBK | Z¢. | MIK/MBK | Zg¢. | MIK/MBK | Zg. *MIK/MBK
(mm) ug/mL (mm) ug/mL (mm) ug/mL (mm) ug/mL (mm) ug/mL (mm) ug/mL
B.c. - 512/1024 - -/- - -/- - -/- - 512/512 18 4/4
S.f. - 1024/- - -/- - -/- - -/- - 1024/1024 23 0,5/2
S.a. - 128/512 11 256/- 14 -/- 11 -/- - 512/512 38 0,125/0,25
S.e. - 64/1024 - 256/- - -/- - -/- - 256/512 26 0,25/1
G() Zc. | MIK/MBK | Z¢. | MIK/MBK | Z¢. | MIK/MBK | Z¢. | MIK/MBK | Z¢. | MIK/MBK | Zc. PMIK/MBK
(mm) ug/mL (mm) ug/mL (mm) ug/mL (mm) ug/mL (mm) ug/mL (mm) ug/mL
E.c. - 1024/1024 - -/- - -/- - -/- - 256/256 37 <0,015/<0,015
K.p. - 256/256 - -/- - -/- - -/- - 512/512 33 0,015/0,015
P.a. - 256/256 - -/- - -/- - -/- - 256/256 34 0,125/0,25
S.t. - 256/256 - -/- - -/- - -/- - 256/512 36 0,015/0,015
Maya Z¢. | MIK/MFK | Zg¢. | MIK/MFK | Zg¢. | MIK/MFK | Z¢. | MIK/MFK | Zg¢. | MIK/MFK | Zc. ‘MIK/MFK
(mm) ug/mL (mm) ug/mL (mm) pug/mL (mm) pug/mL (mm) pug/mL (mm) pug/mL
C.a. - 128/128 - 512/512 - -/- - -/- - 256/512 21 0,25/1

-: Etki yok, M.o.: Mikroorganizmalar, Z.¢.:Zon ¢ap1, MiK:Minimum inhibitér konsantrasyon, MBK: Minimum bakterisidal konsantrasyon, MFK:Minimun fungisidal

konsantrasyon, B.c.: Bacillus cereus, S.f.: Streptococcus faecalis, S.a.: Staphylococus aureus, S.e.:Staphyloccocus epidermidis, E.c.: Escherichia coli, K.p.: Klebsiella

pneumoniae, P.a.:Pseudomonas aeruginosa, S.t.:Salmonella typhimurium, C.a.: Candida albicans, S.A.: Standart antimikrobiyaller 2:Ampisilin, ®:Siprofloksasin,

¢:Flukonazol.
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3. ANTIOKSIDAN AKTIVITEYE AiT BULGULAR
3.1. DPPH Radikali Yakalama Aktivitesine Ait Bulgular
R. constantinopolitanus ’tan hazirladigimiz n-hegzan, etilasetat, etanol,
metanol, su ekstrelerinin DPPH radikalini yakalama aktivitesine ait sonuglar Tablo-

9’da ve a- tokoferol kalibrasyon egrisi ise Sekil-8’de yer almaktadir.

120 -

y =0,966x+ 3,285
100 - R*=0,994
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Sekil 8. DPPH Radikal Yakalama Aktivitesine Ait a-Tokoferol Kalibrasyon Egrisi
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Ekstereler (mg/ml) % DPPH Inhibisyon ECsoDegerleri Ekstre % Verimi a- Tokoferol Ekivalen Degeri (Ort. = SD)
(oet. = SD) (n=3) (mg/ ml) (n=3)
Metanol (1000 mg/ml) 93,617 £ 0,915
Metanol (750 mg/ml) 91,580 + 0,068 91,399 £ 0,445
Metanol (500 mg/ml) 70,536 = 0,059 318,90 10,716 69,281 + 0,166
Metanol (400 mg/ml) 61,365 + 0,304 59,757 + 0,446
Metanol (250 mg/ml) 42,926 + 0,170 40,670+ 0,119
Su (1000 mg/ml) 90,875 + 0,134 88,230 + 0,309
Su (750 mg/ml) 80,184 + 0,074 74,820 £ 0,279
Su (500 mg/ml) 66,325 + 0,293 328,31 9,304 43,656 + 0,308
Su (400 mg/ml) 54,350 + 0,067 44,591 0,175
Su (250 mg/ml) 42,799 0,011 40,821 + 0,373
Etanol (1000 mg/ml) 76,958 £0,013 68,664 = 0,592
Etanol (750 mg/ml) 59,723 £ 0,012 45,673 £ 0,184
Etanol (500 mg/mi) 47,741 £0,163 684,68 6,512 30,359 = 0,086
Etanol (250 mg/ml) 22,272 + 0,032 20,418 + 0,191
Etil asetat (1000 mg/ml) 7,887 + 0,086 5,468 + 0,185
Etil asetat (750 mg/ml) 7,692 +0,018 5527 +0,158
Etil asetat (500 mg/ml) 6,764 + 0,017 - 7,088 4,465 + 0,367
Etil asetat (250 mg/ml) 4,839 + 0,024 1,621 £ 0,140
n-Hegzan - - 2,661 -

Tablo 8. R. constantinopolitanus "tan Hazirlanan Ekstrelerin % DPPH inhibisyon ve ECso Degerleri
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3.2. Toplam Fenolik Madde Analizine Ait Bulgular
R. constantinopolitanus ’tan hazirladigimiz ekstrelerin toplam fenolik madde
analizine ait sonuglar Tablo 10°da ve gallik asite ait kalibrasyon egrisi Sekil 9 ’da

yer almaktadir.

% Abs y=1131,x- 0,014

R*=0,998

0,0005 0,001 0,0015 0,002 0,0025

Konsantrasyon

Sekil 9. Gallik Asit Kalibrasyon Egrisi
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Ekstreler (1000 mg/ml) Miktar
metanol 0,0128 mg/ ml + 0,0003
su 0,0812 mg/ ml + 0,0005
etanol 0,0798 mg/ ml + 0,0008
etilasetat 0,0823 mg/ ml + 0,0023
n-Hegzan 0,0803 mg/ ml + 0,0008

Tablo 9. R. constantinopolitanus ‘tan Hazirlanan Ekstrelerin (1 mg/ml) toplam
Fenolik Madde Miktarina Ait Sonuglar
3.3. Toplam Flavonoit Analizine Ait Bulgular
R. constantinopolitanus’dan hazirladigimiz ekstrelerin toplam flavonoit
analizine ait sonuglar Tablo 11 ve Sekil 10 ’da kersetine ait kalibrasyon egrisi yer

almaktadir.

2,5

L5 e y=7.453x+0,062
. A= 0,994

%eAbs

'
@
,

0,5

U] 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

Konsantrasyon
Sekil 10. Kersetin Kalibrasyon Egrisi
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Ekstreler (1000 mg/ml) Miktar
metanol 9,563 mg/ ml + 0,0012
su 12,252 mg/ ml +0,0015
etanol 9,571 mg/ ml +0,0021
etilasetat 6,588 mg/ ml +0,0018
n-Hegzan 10,334 mg/ ml + 0,0016

Tablo 10. R. constantinopolitanus ‘tan Hazirlanan Ekstrelerin (1 mg/ml) Toplam

Flavonoid Madde Miktarin Ait Sonuglar

BOLUM 111

TARTISMA
1. BOTANIK ARASTIRMALAR

Calismamizda Tiirkiye’de yabani olarak yetisen 85 tiirden biri olan R.
constantinopolitanus DC. bitkisinin tayinine yardimct olmak ig¢in bitkiden
hazirlanan alkol metaryalinden yararlanilarak anatomik karakterler
incelenmistir. Ayrica droga ait toz drogta anatomik olarak incelenmistir.

Kuzey Yarim Kiirede olduk¢a genis bir yayilis gosteren Ranunculus
genusuna ait bitkiler iilkemizde halk arasinda kabizlik, romatizma, hemoroid,
o6dem ve sarilik tedavisinde kullanilmaktadir (3-5). Fakat Tiirk Farmakopesi
veya diger farmakopelerde Ranunculus tiirlerine ait herhangi bir monograf yer

almamaktadir (78-81).
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Calismamizda, Izmir Karagdl mevkiinden cigekli halde iken toplanan R.
constantinopolitanus DC. bitkisinin alkol metaryalinden yararlanarak kok, gévde ve
yapraga ait anotomik karakterler belirlenmistir. Ayrica ileride yazilacak olan R.
constantinopolitanus’a ait monografin hazirlanmasina yardimci olmasi amaciyla
droga ait makroskobik ve mikroskobik arastirmalar yapilmistir.

a. Yapraga Ait Bulgular

Yaprak dorsiventral olup, 2 sira palizat ve sikisik, 4-5 hiicre sirali siinger
parankimasindan ibarettir. ikinci sira palizat hiicreleri birinci siraya gore biraz daha
genistir. Alt ve {list epidermiste yer alan hiicrelerin dorsal c¢eperleri ventral
ceperlerden daha kalin, lateral ¢eperleri ise incedir. Gerek alt gerekse iist epidermiste
yer alan stomalar mezofitiktir. Orta damar1 ¢evreleyen damar parankimasi hiicreleri
bol miktarda kloroplast tasimaktadir. Orta damarda koleteral iletim demetleri ile
iletim demetlerini ¢evreleyen alt epidermis hiicreleri arasinda birkac hiicreden ibaret
damar parankimasi ve 2-3 hiicre sirasindan olusan ¢eperleri kalinlagsmis sklerankima
demetleri bulunmaktadir. Iletim demetlerinin kutuplarinda bulunan hiicrelerin
ceperleri diger hiicrelere gore kalin olup, govdedeki iletim demetlerini gevreleyen
sklerankima demetlerine benzemektedir. iletim demeti ile alt epidermis arasindaki
hiicrelerin ¢eperleri biraz kalinlagmis ve 1 sirali 3-4 hiicreden ibaret kollenkima
bulunmaktadir.

b. Govdeye ait bulgular

Govde enine kesitinin genel goriiniimiinde, epidermis hiicrelerinin iizeri ince
bir kiitikiila ile ortiliidiir. Epidermis hiicrelerinin altinda tek sirali, c¢eperleri
kalinlasmis hipodermis tabakasi bulunmaktadir. Hipodermisin altinda kloroplast
igeren, ince geperli, 5-6 hiicre sirasindan olusan parankimatik hiicreler bir halka

olusturmaktadir. Bunlarin i¢ kisminda, kloroplast icermeyen parankimatik hiicrelerin
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ceperleri kalinlasmis ve odunlasmis, ¢aplar1 distan ice dogru bliyiiyen ve ceperleri
incelen parankimatik hiicreler bulunmaktadir. Bu parankimatik hiicreler i¢inde kapali
koleteral iletim demetleri ve bu iletim demetlerinin dis ylizeye bakan kisimlarinda
sklerankima demetleri bulunmaktadir. Govdenin 6z kismi buradaki hiicrelerin
parcalanmasindan dolay1 bos olarak goriilmektedir. Govde enine kesitinde epidermis
tizerinde tek hiicreli, ¢eperleri kalinlasmis ve odunlagsmis basit Ortii tiiylerine ve
mezofitik tipte stomalara rastlanmaktadir. Govdede kristal olusumu gozlenmemistir.
c. Koke ait bulgular

Kok enine kesitinde epidermis ve onun altindaki hipodermis hiicrelerinin
ceperleri siiberinlesmis, korteks hiicrelerinin ¢eperleri incedir. Endodermis
hiicrelerinin ¢eperleri kalinlasmis ve odunlasmis, ksileme (protoksilem) karsilik
gelen yerlerde bulunan endodermis hiicrelerinin ¢eperleri ince gegit hiicresi seklinde
bulunmakta, endodermisin i¢ kisminda bulunan perisikl hiicrelerinin de geperleri
kalinlagsmis ve odunlasmis durumdadir. Ksilem tetraark seklinde olup, metaksilem
hiicreleri merkezde genis hiicreler seklinde goriilmektedir. Protoksilemlerin arasinda
floem bulunmaktadir. Buna ilave olarak kokiin gévdeye yakin 1-1.5 cm’ lik kismi
nisasta depo ederek yumru seklini almistir. Bu yumru kokler anatomik olarak
incelendiginde, endodermis hiicrelerinin ince ¢eperli oldugu ve korteks parankimasi
hiicreleri icerisinde bol miktarda nigastanin depo edildigi goriilmektedir. Ayrica
tetraark seklinde olan ksilem yumru kalinligina bagli olarak diark veya triark
seklinde olabilmektedir (102).

2. KALITE KONTROL VE MiKTAR TAYINi ARASTIRMALARI

Tezimizin konusunu olusturan R. constantinopolitanus DC bitkisinden

hazirlanan drog Ornegi iizerinde, kalite kontrolleri esas alinabilecek bazi deneyler
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yapilmistir. Kalite kontrol deneyleri i¢in, Avrupa Farmokopesi ve Avrupa

Adaptasyonu Tiirk Farmakopesi’nde yer alan yontemler esas alinmistir (79,81).

Bu amagla farmakopede yer alan gravimetrik esasli nem, total kiil,
hidroklorik asitte ¢6ziinmeyen kiil ve siilfat kiilii miktar tayinlerine ait temel

yontemler uygulanmistir (79,81).

Yapilan deneyler sonucunda kurutmada kayip miktar1 % 6.957 + 0.246; total
kil miktar1 % 14.958 + 0.341; silfat kili miktar1 % 18.655 + 0.651 ve hidroklorik

asitte ¢oziinmeyen kiil miktar1 da % 1.894 + 0.064 olarak bulunmustur.

Literatiir taramalarimizda R. constantinopolitanus DC. Bitkisi i¢in bu kalite
kontrol deneyleri ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle ileride
hazirlanabilecek monograf icin elde ettigimiz sonuglarin katki saglayacaginm

diisiinmekteyiz.

Yapilan fitokimyasal taramalar sonucunda bitkimizden hazirlanan metanol, n-
hegzan, su, etil asetat ekstreleri hazirlanmis olup, bu ekstrelerin sirasiyla % 10.716,
%2.661, % 9.304, % 7.088 verimde olduklar1 gbzlenmistir. Metanol ekstremiz

steroit, triterpen, flavonoid i¢cermektedir.

Bulunan sonuglara gore bitkimizden hazirlanan metanol, etilasetat ve etanol

ekstreleri flavonoit igermektedir.

Yapilan antimikrobiyal aktivite deneylerinde etanol ve etilasetat
ekstrelerimizin aktivite gostermesinin nedeninin, bitkimizin tagidigi gostermesinin
nedeninin, bitkimizin tasidig1 flavonoitlerden kaynaklandigini diistinmekteyiz. Yine,
DPPH yontemi ile yapilan antioksidan aktivite tayininde metanol ve etanol
ekstrelerimizin aktivite gostermesinin nedeni bu ekstrelerin igerdigi flavonoitlerdir.
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Ciinkii flavonoitler antioksidan, anti fungal, antimikrobiyal, antinflamatuvar ve yara

iyi edici aktivitelere sahiptirler (70-72,101).

3. BIYOLOJIK AKTIVITE TAYINI ARASTIRMALARI

a. Ranunculus tiirlerinin Brine shrimp yontemiyle sitotoksisitesi
arastirtlmis ve Ranunculus pedatus Waldst. & Kit. subsp. Pedatus’un n-hegzan, etil
asetat, metanol ve su ekstrelerinin sitotoksik etki gosterdigini, bunun da ekstrelerin
igerdigi viteksin, izoviteksin, ursolik asit ve berberinden kaynaklandigini
bildirilmistir (69) R. constantinopolitanus DC. bitkisinden hazirlanan etil asetat, n-
hegzan, etanol, metanol ve su ekstreleri sitotoksik aktivitesi tayini i¢in ekstrelere
Brine Shrimp (Artemia salina) metodu uygulanmistir. Sonug¢ olarak n-hegzan
ekstresinde diisiik sitotoksik aktivite gbzlenmis ve diger ekstrelerde ise sitotoksik
aktiviteye rastlanmamistir (Tablo 6 ).

b. Ranunculus marginatus var. trachycarpus ve R. sprunerianus’un
antibakteriyal aktivitelerini incelemis n-hegzan, etil asetat, metanol ve su
ekstrelerinin disk diflizyon yontemiyle test edilen biitiin bakterilere (Streptococcus
faecalis ATCC 8043, Staphylococcus aureus ATCC, Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228, Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella typhimurium CCM 5445,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterobacter aerogenes ATCC 13048,
Escherichia coli ATCC 29998) karsi aktivite gosterdigi belirlenmistir (90). R.
constantinopolitanus DC. bitkisinden hazirlanan etil asetat, n-hegzan, etanol,
metanol ve su ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesini arastirmak amaciyla ekstrelere
disk difiizyon ve mikrodilisyon metodlar1 uygulanmistir. Disk difiizyon yonteminde
n-hegzan, etilasetat ve su ekstrelerinin sadece S.aureus’ a (ATCC 6538p) karsi
antimikrobiyal etkisinin oldugu goriilmiistiir. Mikrodiliisyon yontemine gore ise, su

ve etil asetat ekstrelerinin higbir test organizmasi {lizerine etkili olmadigi
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(MIK>1024) belirlenmistir. En yiiksek aktivitenin ise etanol ekstresinde S.aureus
(ATCC 6538p) ve S. epidermidis (ATCC 12228) adli bakterilere karsi oldugu
goriilmiistiir (Tablo 8).

C. R. arvensis L. bitkisinin antioksidan aktivitesini belirlemek {izere
kloroform, kloroform: metanol(1:1), metanol, metanol:aseton(1:1) ve su ekstrelerine
DPPH Radikali Yakalama Ydntemi uygulanmistir. Sonug olarak metanol ekstresinin
yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi saptanmustir (102). Raziq ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alismada R. maricatus’un etilasetat ekstresinden izole ettikleri yeni
flavonoide ‘ranunkozit’ adin1 vermisler ve bu heterozitin DPPH radikali yakalama,
lipoksigenaz ve ksantin oksidaz inhibitor aktivitelerini arastirdiklarinda giiglii
aktivite gosterdigini saptamislardir (103). Drogun antioksidan aktivitesini belirlemek
tizere ckstrelere DPPH radikali yakalama yontemi uygulanmistir. Ayrica toplam
fenolik madde ve toplam flavonoid madde analizleri de yapilmistir. Sonug olarak,
drogtan hazirlanan metanol ekstresinin belli bir diizeyde antioksidan aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir. Incelenen ekstreler icinde sirasiyla metanol, su ve etanol
ekstreleri en aktif, etil asetat ve n-hegzan ekstrelerinde ise antioksidan aktivite
gozlenmemistir (Tablo 8). Toplam fenolik ve toplam flavonoit madde analizleri
sonucunda ise, metanol ekstresinde toplam fenolik ve toplam flavonoit madde
miktarlarinin  yiiksek oldugu saptanmistir (Tablo 9,10). Tezimiz kapsaminda
yaptigimiz bu calismada toplam fenolik madde igerigi fazla olan ekstrelerin
antioksidan aktivitesinin daha yiiksek oldugu saptanmistir.

d. WST-1 hiicre proliferasyonu yontemi ile sitotoksik aktiviteyi
belirlemek amaci ile WST-1 yontemi kullanilmis ve R. ternati ’den elde edilen
polisakkarit ekstrelerinin gogiis kanser hiicreleri iizerindeki aktivitesini incelemek

amaciyla yiirittiikleri bir calismada MTT yontemi ile MCF-7 gdgiis kanseri hiicre
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serileri kullanmiglardir. R.ternati polisakkaritlerini igeren ekstrelerin kor kontrol
grubu ile Karsilastirildiginda hiicre apoptozuna sebep oldugu bulunmustur. Sonug
olarak, drogun gogilis kanser hiicrelerine karsi oldukca azaltict etkisi oldugu
gosterilmistir (88). Drogumuzdan hazirlanan etanol ekstremizin gogiis kanser
hiicreleri iizerindeki azaltic1 etkisinin, etanol ekstremizin icerdigi flavonoitlerden
kaynaklandigin1 diistiinmekteyiz. Ciinkii flavonoitler sitotoksik aktiviteye sahiptir.
(104,105). R. constantinopolitanus DC. bitkisinden hazirlanan etanol ve kloroform
ekstreleri WST-1 hiicre proliferasyonu ile sitotoksik aktivitesinin belirlenmesi amaci
ile etanol ve kloroform ekstreleri hazirlanmistir. Bununla birlikte, yaptigimiz
taramalarda, metanol ekstresinin flavonoit igerdiginin saptamistik. Flavonoitlerin
antioksidan aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir (102).

Bu uygulamalarin sonucunda elde edilen kromatogramlar, bu ¢alismanin

“Bulgular” kisminda yer almaktadir.
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BOLUM IV

SONUC VE ONERILER

Tezimizle ilgili ¢alismamizin ilk asamasinda, lilkemizde yabani olarak yetisen
Ranunculus constantinopolitanus DC. bitkisinin tayinine yardimci olacak ve diger
Ranunculus tiirlerinden ayirt edilmesini saglayacak anatomik 6zellikler, makroskobik
ve mikroskobik olarak belirlenmistir. Bu c¢alismalarda, bitkinin 70%lik etanolde
saklanmig toprak tstii ve kok 6rnekleri kullanilmistir.

Arastirmamizin ikinci asamasinda ise, Avrupa Farmakopesinde yer alan
yontemler esas alinarak R. constantinopolitanus DC. bitkisinin ¢igekli déonemde
toplanan drog Orneklerinin nem, total kiil, siilfat kiilii ve hidroklorik asitte
¢oziinmeyen kiili miktarlart belirlenmistir. Ayrica; drogumuzdan hazirlanan
metanol, etil asetat, su ve n-hegzan ekstrelerine fitokimyasal tarama da yapilmustir.
Calismalarimiz ileride hazirlanacak bir monograf i¢cin kaynak olusturabilecek bir
niteliktedir.

Caligmalarimizin  6nemli bir kismint olusturan biyolojik aktivite tayinin
belirlenmesi i¢in Oncelikle, R. constantinopolitanus’un  n-hegzan, etil asetat,
metanol, etanol ve su ekstreleri hazirlanmistir. Drogun sitotoksik aktivitesinin
belirlenmesi amaciyla, drogtan hazirlanan ekstrelere Brine Shrimp (Artemia salina)
ve WST-1 hiicre proliferasyonu yontemleri uygulanmigtir. Sonug olarak, n-hegzan

ekstresinde sitotoksik aktivite gozlenmis ve diger ekstrelerde ise sitotoksik aktiviteye
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rastlanmamistir. WST-1 hiicre proliferasyonu yontemide ise etanol ekstremizin
gogis kanseri hiicrelerini azaltici etkisi gozlenmistir.

R. constantinopolitanus ’un antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon ve
mikrodiliisyon metodlar ile arastirilmistir. Disk difiizyon yonteminde sadece n-
hegzan, etil asetat ve su ekstrelerinin sadece S.aureus’ a karsi antimikrobiyal
aktivitesi gozlenmis, mikrodiliisyon yonteminde ise en vyiiksek aktivite etanol
ekstresinde S.aureus ve S. Epidermidis’e kars1 gézlenmistir.

Drogtan hazirladigimiz metanol ekstresinin DPPH radikali yakalama yontemi
kullanilarak antioksidan aktivitesi belirlenmistir. Ayrica toplam fenolik madde ve
toplam flavonoit madde analizleri de yapilmistir. Drogun etanol ekstresinin
antioksidan aktivite gosterdigi saptanmigtir. Toplam fenolik madde ve flavonoit
icerigi arastirildiginda, toplam fenolik madde miktar1 sirasiyla etil asetat, su, n-
hegzan, etanol ve metanol ekstrelerinde oldugu ve flavonoit igeriginin ise sirasiyla;
su, n-hegzan, etanol, metanol ve etil asetat oldugu goriilmiistiir.

Hazirladigimiz tezin R. constantinopolitanus DC. bitkisi icin kalite kontro ve
biyolojik aktivite yontemlerini icermesi nedeniyle ileride hazirlanacak monograf icin

yol gosterici olacagini diistinmekteyiz.
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