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ONSOZ

Yaptigim bu calismada Afyonkarahisar ilinde yetistirilen papaver somniferumun
(Hashas) yapragindan elde edilen ekstraktinin barsak kasilimlari tizerine etkisinin in
vitro belirlenmesi hedeflenmistir.
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1. GIRIS

Ulkemiz tariminda geleneksel bir iiriin olarak yetistirilen Papaver somniferum L.
(hashas) tek yillik bir kalttr bitkisidir. Latincede kelime olarak Papaver gelincik,
somniferum ise uyku verici, rilya géormek anlamlarindadir. Tarimi yapilan hashas;
dogal olarak dogada kendiliginden yetisen gelincik ile akrabadir (TMO, 2018).
Haghasin Anadolu’da ve diinyanin bircok bdlgesinde caglar boyu yetistirildigi
bilinmektedir. Gegmis yiizyillarda hashasin sadece bir zirai {iriin olarak degil ayni
zamanda toplum hayatinda ozellikle dini a¢idan da 6nemli bir yere sahip oldugu

gOriilmiistiir.

[ — e —————— e ————
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Resim 1.1.Antik Yunan’da elinde bugday basaklari ve hashaslarla betimlenmis
Demeterkabartmasi (1-A) ve Minoan uygarligi’na ait Haghas tanrigasi (1B-C).

Minoan uygarhiginda (M.O. 2600 — M.O. 1100), basinda iic adet hashas
bulunan Hashas tanricasinin (Poppy Goddess) uyku ya da olim getirdigine
inanilmaktaydi (Resim 1B-C). Roma mitolojilerinde ise Somnus (Uyku tanrisi)

yunan mitolojisindeki karsiligt Hypnos ile bereket ve mevsim tanrigast Demeter



hashas ile betimlenmistir (Resim 1A; Tashgil ve Sahin, 2018). Afyonkarahisar’in
Suhut il¢esindeki Synnada Antik Kentinde bulunmus olan sikkelerde de hashas
motifine rastlanilmistir (Colak, 2013).

Hashas, Rhoedales takiminin Papaveraceae familyasindandir (Davisve
ark.,1988). Dinya genelinde 28 cins ve 250 tiirden olusmus Papaveraceae
(Gelincikgiller) familyasinin 20’si ¢ok ve 19’u tek yillik olmak iizere 39u iilkemizde
bulunmaktadir (Segmen ve ark., 1995; Davis 1988). Bunlardan 10 tar, iki alt tir ve
dort varyete ise tUlkemiz icin endemiktir (Davis 1988, Kapoor 1997).

Papaveraceae familyasi genellikle tek veya ¢ok yillik otsu bitkiler olup, agag
veya cali seklinde bulunabilmektedirler. Uyelerini yapraklar alternan dizilisli (dal,
yaprak ya da ¢igeklerin teker teker ve karsi yonlerde dizilisi) ve genellikle tiiylii,
tohumlar1 ¢ok sayida ve kiiciik, embriyolar1 bol etlidir. Papaveraceae familyasi
bitkilerinin yapraklar tiiylii,meyveleri ¢cok sayidar ve tohumlarina benzer sekilde

kapsiil igerisinde bulunmaktadir (Facchini ve ark., 2007).

1.1. Diinyada ve iilkemizde Hashas iiretimi

Milletler Teskilati kontrolinde yasal Hashas iretici iilkeler olarak Tiirkiye,
Avustralya, Hindistan, ispanya, Macaristan ve Fransada bulunmaktadir. Ayrica gida
ve sls bitkisi amagli hashas ekimi Almanya, Avusturya, Hollanda, Polonya, Cekya
ve Ukrayna’da yapilmaktadir (TMO 2018).

Turkiye, 2013-2017 yillar aras1 ana iretici iilkeler bazinda yasal ortalama
hashas ekimi alani olarak diinyada %48’lik paya sahip olup en fazla ekim alanina
sahip iilke konumundadir. Buna karsin morfine esdeger hammadde iiretimi en fazla
Avustralya (%32), Fransa (%20) ve Tirkiye’de (%16) olmustur. Tiirkiye’nin haghas
ekim alani, diinyada en fazla olmasina ragmen morfin liretimi bakimindan daha az
bir paya sahiptir. Bu durum iilkemizde iiretilen hashas kapsiil veriminin ve morfin
oraninin diger iilkelere gore, daha diisik olmasindan kaynaklanmaktadir (TMO

2018).

Ulkemizde idari izinle hashas ekimine izin verilen yerlerde TMO Genel
Miidiirliglince yapilan planlama c¢ergevesinde Birlesmis Milletler Teskilati

denetiminde iilkemizde 70.000 hektar alanda haghas ekimi ve cizilmemis kapsiil



uretimi Afyonkarahisar, Amasya, Burdur, Corum, Denizli, Isparta, Kitahya, Tokat,
Usak illerinin tamamu ile Balikesir Eskisehir, Konya ve Manisa ilinin bazi ilgelerinde

yaptirilmaktadir (Resim 3; TMO 2018).
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Resim1.2. Tiirkiyede haghas ekimine izin verilen iller (TMO 2018).

1.2. Hashasin kullamim alanlarn

1.2.1. Tohumdan Faydalanma

Haghag tohumlar1 pembe, mavi, sari, beyaz, renkde olabilmektedir. Hashas
kapsulinln igindeki tohumu %20-30 protein ile %45-54 yag igermektedir. Tohum
geleneksel olarak gida amacgh ekmeklerde ve ezilerek hamur islerinde kullanilmaktadir.
Tohumundanpreslenerek elde edilen yag mutfakta gida ve kozmetik ile boy sanayi
kullanilmaktadir (Erdurmus ve Ones, 1990, TMO 2018).

Hashas kapsiiliiniin igerisinde bulunan tohumlarindaortamla %4,3-5,2 nem, %
5,6-6,0 kul, % 4,8-5,8 seluloz, % 22,3-24,4 protein ve % 40-60 yag ifade
edilmektedir(Kuciik, 1996, Onmez, 2007; Arslan ve ark., 2008). Ozellikle
tohumlarindan soluk veya altin saris1 renginde yemeklik bir yag elde edilmekte olup
yapisinda yaklasik % 50-70 linoleik, % 10-15 oleik asit, % 8-10 palmitik asit
bulunmaktadir. Yag1 ayn1 zamanda ¢ift bag icerigi bakimindan zengin olmasindan
dolayr boya sanayisinde koruyucu olarak kullanilma potansiyeli sahiptir

(Kusmenoglu ve ark., 2002; Rahimi ve ark., 2015)



1.2.2. Kapsulden faydalanma

Haghag 6zellikle kapsiiliinde morfin, kodein, noskapin, tebain ve papaverin gibi tibbi
oneme sahip olan ana alkaloidlerin yani sira yaklasik otuz degisik alkaloid ihtiva
ettigi bilinmektedir. Bunlardan ilag sanayinde kullanmak iizere tamami morfin
tirevleri olan katma degerleri yiiksek ve yari sentetik ham maddeler Uretilmektedir.
Bu alkaloidlerden morfin, kodein ve tebainin uyusturucu 6zelligi belirgin olmasina
karsin papaverin ve noskapin uyusturucu 6zellige sahip degillerdir. insan ve hayvan
sagligindaagri ve Oksiiriik kesici olarak yararlanilmaktadir (Facchini ve ark., 2007;
TMO 2018).

Opiyum ya da hashas, bitkisinin kapstllerinden elde edilen etken maddedir.
Uretildigi cografi bolgeye ve tohumuna bagl olarak opium miktart % 0.2 ile % 0,8
oraninda bulunmaktadir. Fakat yapilan ¢aligmalarla kapsiildeki alkoloiddiizeyi % 1'e

ulasmis durumdadir(Hosztafi, 1998; Arslan ve ark., 2008).

1.2.3. Afyon alkaloidleri ve 6zellikleri

Papaver tirlerinde bulunan alkaloidler 0zellikle morfine, kodein ve tebain
tirevleridir (Lal ve Sharma, 1991). Afyon diger adi ile opium olgunlagmamis
kapsiillerden elde edilirken yaklasik olarak %25 alkoloid i¢ermektedir. (Shukla ve
Singh 2001, Tanker ve ark., 2007). Hashas afyonunda yaklasik olarak % 7-10
morfin, %1- 5 kodein, % 5-7 narkotin bulunmaktadir. Ayn1 zamanda laktik asit
(organik asit), re¢ine, kauguk, yag, mum, seker, protein, siilfat ve amonyum tuzlari
bulunmaktadir (Dunnicliff 1937, Onmez 2007). Alkaloidlerden agri kesici morfin,
spazm c¢Ozlcl papaverin, Oksuruk Kkesici olarak ise kodein ve noskapin
kullanilmaktadir (Tankerve ark., 2007, Alaca 2015).

1.2.3.1. Morfin

Genel olarak hashas bitkisinin gelisimi tohum, filiz, rozet, dal olusumu, ¢iceklenme,
tohum gelisimi ve kapsiil olusumu (¢izim donemi), tohum ve kapsiil olgunlugu
(olgunlagsma) olmak {izere altt doneme ayrilmaktadir (Sarkany ve Danos, 1957).

Primer koklerin olusmasi ile birlikte morfin de teshis edilmis ve yaklasik % 0,016-



0,018 oraninda bulundugu belirtilmistir. Ayni1 sekilde morfin miktar1 filiz
yapraklarinda %0,087, en yiiksek morfin miktar1 rozet devresinde kdklerde bulunmus
(%0,14-0,172) ve dal olusum (sapa kalkma) devresinde morfinin biitiin bitkiye
dagilmis oldugu, tomurcuk doneminde ise kokte ve dalda azalma oldugu ve
tomurcukta birikme oldugu bildirilmistir. Cigeklenmede tiim organlarda morfin artisi
belirlenmis ve tiim bitkide en yiiksek morfin orani yar1 olgunluk (¢izim) déneminde
oldugu belirtilmistir. Organlarda ise rozet doneminde kok, ciceklenme déneminde
yaprak, ¢izim doneminde sap ve kapsiilde en yiiksek morfin oraninin tespit edildigi
belirtilmistir. Kapsiiliin alt kisminin her donemde en yiiksek morfin, bogumun ise
yuzde morfin olarak en yiksek morfin oranina sahip oldugu ifade edilmektedir
(Arslan, 2008).

Morfinin fenolik ve alkol grubu olmak {izere iki tane hidroksil grubu vardir.
Bu 6zelligi morfini diger alkaloidlerden ayirir. Fenolik grup metillenerek kodein elde
edilir. Morfin kristalleri renksiz ve kokusuzdur. Morfinden eroin, pentazoin ve
oksikodon gibi bir¢ok yar1 sentetik madde elde edilebilir. Morfinin tiirevleri,
apomorfin, dihidromorfin, normorfindir. Bunlardan apomorfin zehirlenmelerde
kusturucu olarak verilir (Kigtik 1996, Onmez 2007). Morfin kuvvetli bir analjezik ve
narkotiktir (Tankerve ark., 2007).

Morfin alkaloidi uyusturucu etkiye sahip olup; beyin korteksindeki agri
merkezini uyusturarakagri dindirici olarak kullanilmaktadir.Keyif verici ve aligkanlik
yapma oOzelligine sahiptir. Bu 6zelliginden dolayidoktor kontrolii olmadan
kullanilmast kanunlarla yasaklanmistir. Giinlimiizde iceriginde morfin bulunan
cerrahi operasyonlar ve ameliyat sonrasi tedavi amaciyla kullanilmakta olan uzun bir

ilag listesi vardir (Onmez, 2007, Tanker ve ark., 2007).

1.2.3.2 Kodein

Kodein morfinin monometil eteridir ve ¢ogunlukla morfinden sentetik olarak elde
edilmektedir. Analjezik etkisi az ve iyi bir 6kslrik kesicidir. Kodeinin analjezik
etkisi fazla olmamasma ragmen baska analjeziklerle kullanildiginda tesirini
arttirdigindan aspirin ve fenasetin ile beraber kullanilir (Tanker ve ark., 2007).

Bagimlilik yapma 6zelligi morfine gore azdir (Kiigiik, 1996).



1.2.3.3. Tebain

Diger kisa ismi paramorfindir. Kodeinon tiirevidir. Kodein sentezinde kullanilir. ilag

olarak kullanilmaz. Merkezi sinir sistemini uyarici etkisi vardir (Kiigiik,1996).

1.2.3.4. Noskapin

Noskapinin kapsiilden elde edilen taplom alkoloidin igindeki oram1 %2 — 10
oranindadir. Benzilizokinolinlerin Gyesidir. Afyon icerisinde morfinden sonra en
fazla bulunan alkaloid narkotindir. Onceleri morfin gibi narkotik ve hipnotik tesiri
oldugundan ismi narkotin olarak adlandirilmustir. Oksiiriik kesicidzelligibelirlenince

ismi naskopin olarak belirlenmistir (Kiiciik, 1996, Onmez, 2007).

Okstriik kesicozellikleri kodeine benzerdir. Agri kesici ve uyusturucu dzelligi
olmayan naskopin bagimlilik yapmaz. Kan basincina etkisi yoktur. Ayni zamanda
toksiktesi oldukg¢a diisiiktiir.Bronsit ve astim gibi alerjik hastaliklarda kullanilmasi
histamin salinmasina neden olabikleceginden dolay1 dnerilmemektedir (Kuglk, 1996,

Onmez, 2007).

1.2.3.5 Papaverin

Kapsiilden elde edilen taplom alkoloidin i¢indeki papaverin orani olduke¢a diisiik
olamasina karsin kapsiiliiniin tiim kisimlarinda bulunur. Agr kesici ve uyusturucu
ozelligi oldukga azdir. Spazmlara bagli agrilarda kullanilabilir. Morfin ve kodein’in
papaverinin etkinligi merkezi sinir sistemine {izerinden degildir. Periferal diiz kaslar
uzerinden etki eder. Daha c¢ok tedavide dnemlidir. Papaverin diiz kaslar1 gevsetici
ozelligi ile kas spazmlarini ¢ozer. Bu 6zelligi ile safra kesesi tikanikliklarinda ince ve
kalin bagirsak spazmlarinda ilaglarin yapisina katilir (Kuigiik 1996, Onmez 2007,
Tanker ve ark., 2007).

Papaverin sinir sistemi hastaliklarinin tedavisinde, peptik Ulser, adet
agrilarinda, sindirim sistemindeki komplikasyonlar ve spazmlar gibi rahatsizliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir (Brisman ve ark.,2006; Facchini ve ark., 2007, Pathak
ve ark., 2013).



1.3. Hashas Ucgucu yag:

Son zamanlarda hashasin ¢igeklerinde ugucu yaglarin igerigi ve bunlarin
degerlendirilmesi hususunda c¢alisilmaya baglanmistir. Haghas ¢igcegi ugucu yagmin
bilesiminde 12’si tanimlanmig dort tanesi tanmimlanmamis toplam 16 bilesen
belirlenmistir. Elde edilen bilesenler incelendiginde tek karbon sayili bilesiklerin
(C9-C29) sayisinin, ¢ift karbon sayili bilesiklerin (C16, C22) sayisindan fazla oldugu
goriilmiistiir. Ana bilesenlerinin palmitik asit (% 7,26), 1-nonadekanol (% 16,31), n-
heneikosan (% 10,83), nonadekan (% 8,96), n-pentakosan (% 7,91), n-heptakosan (%
5,19) vel-heptakosanol (% 4,09) oldugu belirlenmistir (Giiltepe, 2013).

1.3. Kas doku

Kas dokusu; farklilagsmis, kasilabilir proteinler hiicrelerden olusan, belirli organlarda
ve bitun vicutta uyumlu bir sekilde lokomasyonu saglayacak hiicresel
kontraksiyonlar igin gerekli olan yapilar1 olusturur. Cogunlukla kas dokuyu olusturan
hicreler mezodermden koken alir (Carlos ve Carneiro, 2006; Abraham ve
Kierszenbaum 2006)

Memelilerde fonksiyonel ve morfolojik karakterlerine gore ti¢ farkl tipte kas
dokusu tanimlanir. Her bir kas doku onun fonksiyonel islevine uygun bir hiicresel
karaktere sahiptir. Cok ¢ekirdekli, enine gizgilenme gosteren iskelet kasi, silindirik,
¢ok uzun demetlerden olusur. Molekiiler yapilarin birbirleri lizerine kaymalarina
olanak veren, kalin miyozin filamantlar ile ince aktin filamanlarin karsilikli hareketi
istemli bir sekide olusam kasilmalarin kuvvetli ve hizlidir neden olur. Kalp kasi
iskelet kasina benzer sekilde enine ¢izgilenme gosterir ve birbirine paralel uzanan
dallanmis hiicrelerden meydana gelir. Giiglli, ritmik ve istemsiz kasilir. Isik
mikroskobunda enine c¢izgilenme gOstermeyen istem dis1 ¢alisan diiz kasin
kasilmalar1 yavas olan ig bi¢imli hiicre gruplarindan meydana gelir (Carlos ve

Carneiro, 2006; Abraham ve Kierszenbaum, 2006).

1.3.1. iskelet kasi



Demetler halinde uzanan iskelet kasi, uzun silindirik (30 cm’nin Uzerinde), ¢ok
cekirdekli hiicrelerin olusturdugu, 10-100 Mm c¢apinda kas liflerinden olusur.
Periferde hiicre zarinin hemen altinda oval sekilde ¢ekirdekleri yerlesir. Cekirdegin
bu sekilde yerlesimi ile ¢ekirdekleri merkezde yer alan kalp ve diiz kaslardan ayrilir

(Abraham ve Kierszenbaum 2006).

Genellikle kaslar kemiklerin iki ucunda, iki eklemi arasinda veya tendon adi
verilen baska bir kasa bag dokusundan olusan yapilar aracililigi ile tutunmustur. Kas
doku fasikil denilen kas demetlerinin, fasikiiller ise kas liflerinin birlesmesiyle

olusmuslardir (Noyan, 2004; Abraham ve Kierszenbaum, 2006).

Kas lifleri (telleri) 1s1k mikroskobunda incelendiginde transversal ¢izgiler
gosterirler. Bu g¢izgiler kas teli igindeki farkli refraktif indekse sahip bdlgelerin
bulunmasindan ileri gelir. Isik mikroskobunda bakildiginda koyu alanlar A banti
(Anizotrop), acik alanlar bantlar1 (izotrop; polarize 151k altinda degismeyen) olarak
isimlendirilirler. Elektron mikroskobunda Z ¢izgisi denilen enine koyu bir ¢izgiyle
her bir I bandinin ikiye ayrildig1 gozlenir. iki Z ¢izgisi arasinda kasilabilir yapmin
yenilenen en kiigiik pargasi olan Sarkomer bulunur. Sarkomer kalin ve ince tip
filamanin, kas lifciklerinin uzun eksenine kosut olarak simetrik dizilimiyle meydana
geldigi gosterilmistir. Kalin filamanlarin boyu 1,6 pm eni 15 nm dir. Sarkomerin orta
boliimiinde A bandini olustururlar. Ince filamanlarmn, kalin filamlar arasinda bir
uclar1 Z ¢izgisine tutunmus sekilde uzanirlar. Ince filamanlarm boyu 1 um, eni 8
nmdir. Ince filamanlarin kalin filamanlarm iizerine gelmeyen kisimlarmdan I
bandlart olusur. A bandi ise kalin ve ince filamanlarla kalin filamanlarin st tiste
gelen kisimlarindan meydana gelir. Miyosin molekiiliiniin ¢ubuk benzeri
kisimlarindan olugsmusan H bandi olarak isimlendirilen ve A bandinin ortasinda daha
acik bir alan vardir. Komsu kalin filamanlar arasinda yan baglantilarin bulundugu
bolgeler M ¢izgisiyle H bandi ikiye ayrilir. Kreatin kinaz M ¢izgisinin ana
proteinidir. Kreratin kinaz birfosfat grubunun fosfokreatinden ADP’ye aktariminda
kolaylastirict islev gorerek kasin kasilimi igin gerekli ATP’nin olusmasini
saglamaktadir (Noyan, 2004; Carlos ve Carneiro, 2006; Abraham ve Kierszenbaum,
2006).



Her bir kas lifi ise birkag yiiz ile birkag bin arasinda miyofibrilden olusur. Her
bir myofibrilde yan yana uzana yaklasik 1500 myozin filamenti ve 3000 aktin
filamenti vardir (Guyton ve Hall, 1996; Carlos ve Carneiro, 2006; Abraham ve
Kierszenbaum, 2006). Aktin, ¢ft sarmal seklinde birbirini ¢evrelemis 5,6 nm ¢apinda
G-aktin denilen iki sira globiiler monomerden olugsmus uzun filaman (F aktin)
olusturan polimerleden ibarettir. Miyozin i¢in her bir G aktin monomeri baglanma
bolgesi igermektedir. Dik aciyla Z ¢izgisi lizerinde tutunan aktin filamanlar1 ¢izginin
her iki tarafinda karsit kutupsallik gosterir (Carlos ve Carneiro, 2006; Abraham ve
Kierszenbaum, 2006).

Tropomiyozin 2 polipeptit zinciri iceren 40 nm uzunlugunda ince bir
molekiildiir. Troponin; TnT, TnC ve Tnl olarak adlandirilan ii¢ alt birimden olusur.
TnT tropomiyozine gii¢lii bir sekilde tutunur, TnC kalsiyum iyonlarini baglar ve Tnl
aktinin miyozin iliskisini saglar. Iplik tarzinda olan tropomiyozin 7 G-aktin molekuli
boyunca uzanirken bunun yiizeyine bir troponin kompleksi tutunur (Guyton ve Hall,
1996; Carlos ve Carneiro, 2006)

Myozin molekiilii bir ucunda iki kiiciik globiiler bas tasiyan ince ¢ubuga
benzer. Miyozin baslari bir araya gelmis bir siirli miyozin molekiiliinden kurulu
miyozin flamentinin yiizeyinde ¢ikintilar1 sekillendirir. Bu ¢ikintilar miyozin ve aktin
flamentleri arasinda kopriiler kurarlar. Miyozin agir ve hafif meromiyozin zincir
olmak Uzere iki kisma ayrilmaktadir. Agir meromiyozin, miyozin molekiiliiniin
globiiler bas kismini ve boyun kisminin sekillendirir. Miyozin bag1 birbirine benzer
iki tiniteden kurulmus ve ATP-az etkinligi tasir. Hafif meromiyozin iki peptit
zincirinin helezon bigimi birbirine sarilmasi ile meydana gelmistir (Noyan, 2004;

Carlos ve Carneiro, 2006; Abraham ve Kierszenbaum 2006).

Ince ve kalin flamentlerin kasilma esmasinda siirgii gibi birbiri {izerinden
kaymalarini, miyozin baglarinin aktinle yaptigi kopriiler saglamaktadir. Miyozin
baslar1 flamentin yarisim1 saga tarafa dogru obiir yarisini ise sol tarafa dogru doniik
bulunur. Bu nedenle bir sarkomerde ince flamentlerin bir yarist saga dogru diger
yarist sola dogru kayarak Z hatlarim1 birbirine yaklastirir ve sarkomer boyunu
kisaltirlar. Flamentlerin boylarinda bir degisiklik olmaz (Guyton ve Hall,
1996;Noyan, 2004)
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1.4.2. Sarkoplazmik retikulum ve enine T tubul sistemi

Kas hiicresinin yiizeyindeki Ozellesmis kas sinir baglantisinda sarkoplazmik
retikulumun zarinin depolarizasyonu kalsiyum iyonlarinin saliverilmesi neden olur.
Depolarizasyon sinyallerinin tiim hiicreler boyunca dalgalar halinde yayilmasi
sarkoplazmik retikulum sarni¢larindan kalsiyumun saliverilmesinin ana nedenidir.
Periferik kas lifcikleri merkeze yerlesenlerden once kasilabilir nitelikdir. Diizenli ve
sagliklt bir kasilmanin saglanmasi i¢in iskelet kasi enine T tubiillere sahiptir.
Sarkoplazmik retikulumun T tubuliine komsu karsilikli iki kenari genisleyerek
terminal sarniglart yaparlar. T tubiil ve iki kenarindaki sarkoplazmik retikulum
bolimiinden olusan bu Ozellesmis yapiya triad adi verilmektedir. Triad
sarkolemmanin olusturdugu T tiibullerin uyarimini(depolarizasyonu), sarkoplazmik
retikulumun membranina aktarir. Sarkoplazmik retikulumu zarmnin sinirler
aracilifiyla  depolarizasyonunun  ardindan  sarkoplazmik  retikulum icinde
yogunlasmis kalsiyum iyonlar1 kalin ve ince filamanlarin iist iiste bulundugu boliime
pasif olarak birakilir ve burada troponine baglanip aktin ve miyozin arasinda
kopriilesmeye neden olur. Hiicre zar1 depolarizasyonun sona erdiginde sarkoplazmik
retikulumu kalsiyum deposu olarak davranarak kalsiyum aktif tranportla sarniclara
geri gondererek kasilma isleminin sona ermesiyle sonuglanir (Noyan, 2004; Carlos

ve Carneiro, 2006; Abraham ve Kierszenbaum 2006).

1.4.3.Duz kas

Diiz kaslarda, iskelet ve kalp kasinda oldugu gibi aktin ve miyozin filamentlerden
olusmaktadir. Hiicrelerin yapilanmasi ve diizeni diger kas liflerinden
farklilagmistir. Ayn1 zamanda diiz kasda sarkomer bulunmamaktadir (Kayaalp, 2002).
Aktin ve miyozin ipliklerinin diizenli bir sekilde bir araya gelmedikleri i¢in ¢izgi
gostermeyen kaslara diiz kas denmektedir. Diiz kas dokusunun hiicreleri ig seklinde
her birinde merkezde olmak uzere tek ¢ekirdekli, hiicrelerin boylar1 bulunduklar
yere gore degismekte, genellikle 2-5 pm capinda, kan damarlarinda 20, gebe
uterusda ise 500 pm boyuna ulasabilmektedir. Hicre organellerinden

mitokondrilerinin sayist diger kaslara gore azdir. Mitokondri, poliribozomlar,
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endoplazmik retikulumu sisternalar1 ve golgi kompleksi ¢ekirdek kutuplarinda
yogunlagmislardir. Diiz kas sarkoplazmik retikulumu iyi gelismemis olmakla beraber
cizgili kaslardakine benzer kapali bir zar sistemi olusturmaktadir. Diiz kas
hiicrelerinde iskelet kasindan farkli olarak T tiibul bulunmamaktadir (Guyton ve
Hall, 1996;Noyan, 2004;Hatemi ve Dobrucali, 2005).

Dlz Kas hicreleri aktin, miyozin ve tropomiyozin tasirlar buna karsin
troponin tagimazlar. Bundan dolayr diiz kaslarda kalsiyum troponine degil
kalmoduline baglanir. Diiz kaslar az miktarda mitokondri tasidig1 i¢in enerji ihtiyact
daha ¢ok glikoliz yoluyla saglanir (Carlos ve Carneiro, 2006; Abraham ve
Kierszenbaum, 2006).

Diiz kaslar aktiviteleri yoniinden visseral ve c¢ok {liniteli diiz kaslar olmak
lizere ikiye ayrilmaktadir. Visseral diiz kaslarin hiicreleri arasinda algak direngli
bolgeler vardir. Hiicrelerden birinde meydana gelen elektriksel degisiklik hiicreden
hiicreye yayilarak bir¢cok hiicrenin kasilmasina neden olur. Visseral diiz kaslar
genellikle ici bos organlarda bulunur. Visseral diiz kaslar devamli olmayan
intizamsiz kasilmalar gosteriler. Bu kasilmalar sinir etkinliginden bagimsiz yani
sinirleri yok edilse de bu kaslar kas bu kasilmalar devam eder. Bu kismi veya
devamli kasilmaya tonus adi verilir(Kayaalp, 2002; Carlos ve Carneiro, 2006;

Abraham ve Kierszenbaum, 2006).

Cok iiniteli diiz kaslarin hiicreleri arasinda alcak direngli bolgeler
bulunmadigindan tek diiz kas hiicresi ya da iinitesi kendi basina ve ancak siniri
yoluyla uyarildigi zaman kasilir. Halbuki visseral diiz kaslar sinirleri olmasa da
kendiliginden kasilabilirler. Go6ziin iris kaslari, kan damarlart kaslar1 bazi
hayvanlarda bulunan icilincii goz kapagi kaslart ¢ok iiniteli diiz kaslardir.
Kasilmalar: iskelet kaslar1 gibi sinirlerde niifus almalar1 ile olur ancak kasilmalar
yavastir (Guyton ve Hall, 1996; Carlos ve Carneiro, 2006; Abraham ve
Kierszenbaum, 2006).

Kas lifinde, ¢ok sayida dagilmis aktin filamenti arasinda daha az sayida
miyozin filament bulunmaktadir. Buna karsin miyozin filamentlerinin ¢ap1 aktinin
yaklasik iki katindan fazladir. Genellikle miyozin filamentlerinin 15 katina kadar

aktin filamneti goriirliir. Bu farklihk kismen diiz kasta aktin filamentlerinin
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uzunlugunun miyozine filamentlerininkine oraninin iskelet kasindakinden ¢ok fazla
olmasindan kaynaklanir (Carlos ve Carneiro, 2006; Abraham ve Kierszenbaum
2006). Sekil 1’de diiz kasin fiziksel yapis1 gosterilmektedir.

Diiz kaslar zarlarinda ve stoplazmalarinda cok miktarda yogun cisim
icerdiginden koordinasyon iskelet ve kalp kasindan farklidir.Cok sayida aktin
filamenti iki yogun cisimde uzanmistir. Ayni zamanda bu filamentler yogun
cisimlerin arasinda, orta noktada yerlesmis olan tek bir miyozin filamenti ile baglanti

kurar (Seker, 1999).
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Resim 1.3. Diiz kasin fiziksel yapisi (Guyton ve Hall, 1996)

Diiz kasta kendisine, kalsiyum baglandigi zaman kasilim mekanizmasini
baglatan troponin ile aktin flamenti kapatan ve miyozin ile etkilesimini engelleyen
tropomiyozin bulunmamaktadir. Buna karsilik diiz kasta bulunan miyozin hafif zincir
kinazi (myosin light chain kinase),kalsiyumun kalmodiline baglanmasiyla

tetiklenerek duiz kaslarda kasilimi olusturur (Noyan, 2004; Kayaalp, 2002).

1.4.3.1. Aktin filamenti ile miyozin filamenti arasindaki etkilesme ve kas

kasilmasi

Diiz kaslarda kasilma islevi, miyosin ve aktin proteinlerinin reseptdrler ve mekanik

uyarilmasi ile dlzenlenir. Aksiyon potansiyellerinin tetiklenmesi veya plazma
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zarindaki gerilmeye bagli iyon kanallarinin uyarilmasi ile meydana gelen membran
potansiyelindeki degisiklik kasilmayi tetikleyebilir. Kasilmanin gerceklesmesi igin,
miyosin hafif zincir kinaz (MLC kinaz), miyosinin aktin ile molekiiler etkilesimini
mimkun kilan 20-kDa’luk hafif miyozinin zincirini fosforile etmelidir. Adenin tri
fosfattanmyosin ATP’azetkinligi tarafindan acgiga ¢ikan enerji, myosin capraz
kopriilerinin kasilma i¢in aktin ile ¢evrilmesiyle sonuglanir. Bu nedenle, diiz kastaki
kasilma etkinligi esas olarak, yiiksek oranda diizenlenmis bir islem olan miyozinin
hafif zincirinin fosforilasyon durumuyla belirlenir. Bazi diiz kas hiicrelerinde
reseptor ya da mekanik etkinlik yoklugunda, miyozinin hafif zincirinin
fosforilasyonu diisiikk bir seviyede tutulur. Bu aktivite diiz kas tonusu olarak ifade
edilen olaya neden olur (Clinton, 2003; Reece, 2008)

Cizgili kaslarda kasilim kalsiyum troponin birlikteligi ince filamentlerdeki
degisikliklerle kasilmaya aracilik ederkendiiz kasin kasilmasi kalin filamentlerdeki
kalsiyum ile olmaktadir. Dlz kastaki spesifik uyaranlara cevap olarak, hiicre ici
kalsiyum konsantrasyonu artar ve bu aktivator kalsiyum asidik protein kalmodulin ile
birlesir. Bukompleks, miyozinin hafif zincirini fosforile etmek i¢in MLC kinazini
aktive eder (Sekil 1.4 ).Sitosolik kalsiyum, hiicre ici depolardan (sarkoplazmik
retikulum) kalsiyum saliniminin yani sira, hiicre dist alandan kalsiyum kanallarindan
(reseptorle ¢alisan kalsiyum kanallar1) girerek artmaktadir (Abraham ve
Kierszenbaum 2006; Darakci1, 2016).

Heterotrimerik bir G proteinine baglanmis serpantin reseptorlerine baglanan
agonistler (norepinefrin, anjiyotensin Il, endotelin vb.) Fosfolipaz C aktivitesini
uyarir.Bu enzim ise hicre ici ikinci habercilerden inositol trisfosfat (IP3) ve
diasilgliserol uyarir. Inositol trisfosfat sarkoplazmik retikulum iizerindeki
reseptOrlere baglanmasi, kalsiyumun sitozole salinmasi ile sonuglanir. Diasilgliserol,
kalsiyum ile birlikte spesifik hedef proteinleri fosforile eden protein kinaz C'yi
(PKC) etkinlestirir. Protein kinaz C, L tipi kalsiyum kanallarinin fosforilasyonu veya
kopriiler aras1 dolasimi diizenleyen diger proteinler gibi kasilmayi tesvik edici
etkilere sahiptir (Carlos ve Carneiro, 2006; Abraham ve Kierszenbaum, 2006;
Darakci, 2016).



14

Her iki yolda da hiicre igindeki artan Ca+2, kalmodulin proteinine baglanarak
bir kalmodulin molekiiliine dort Ca+2“un baglanmasiyla kalsiyum-kalmodulin
kompleksini olustururak miyozin hafif zincir kinazi etkinlestirir. Etkinlesmis miyozin
hafif zincir kinazi, mizozinin diizenleyici hafif zinciri olan 20 kDa*luk miyozin hafif
zinciri (MLC20) fosforilleyerek etkinlestirir. Miyozin hafif zincir kinazi enzimi
miyozin hafif  zinciri, 19. pozisyonundaki serin aminoasiti  (zerinden
fosforilasyonunu katalizleyerek miyozin basinin ATP’az etkinligini arttirir. Ayni
zamanda aktinin aktif bolgelerini tutan kaldesmon proteinini de uzaklastirir. Sonug
olarak miyozin basi aktinin aktif bolgesi ile baglanir. Miyozinin aktin filamanina
tutunmasini takiben olusan ¢apraz koprii, ince filamani kalin filamanin merkezine
dogru iterek disli ¢ark etkisi olusturur ve kasilma kuvveti meydana gelir (Guyton ve
Hall, 1996; Darakc1, 2016).
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Resim.1.4. Diiz kaslarda kasilim ve gevseme mekanizmasi

Diiz kas kasilmasina aracilik eden norotransmiter asetilkolindir (ACh).
Asetilkolinin spesifisik reseptorine (M1, M2, M3, M4, M5) baglanmas1 Gq aracili
Fosfolipaz C etkinliginde artisa neden olur. Fosfolipaz C ise fosfotidilinositol 4-5-
bifosfat1 (PIP2) hidrolize ederek diagilgliserol (DAG) ve 1,4,5 ve IP3 olusumu ile
ikinci haber yolagimi etkinlestirir. Devaminda ise yukarida bahsedilen kasilim

mekanizmasi devreye girer(Guyton ve Hall, 1996; Darakc1 2016).
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Buna ilave olarak ¢esitli uyarici ndrotransmitter reseptorleri ile etkilesimine
ya da pacemaker etkinligine bagli olarak hiicre membraninda olusan aksiyon
potansiyeli diiz kas kasilmasini baglatabilir. Bu sayede hiicre membraninda yayilan
aksiyon potansiyeli voltaj kapili Ca*? kanallarmin agilmasina neden olarak hiicre
icine Ca'*ungirisine neden olur. Kalsiyum kaveolalar aracihigiyla yayilarak
sarkoplazmik retikulumdaki riyanodin kanallarini etkinlestirerek sitozole kalsiyum
iyon girisine neden olarak hiicre igi kalsiyum seviyesi daha da artarak kasilimimin

siddeti artar (Takeuchi ve ark., 2007).

1.4.3.2. Kas kasilmasinin inhibisyonu ve gevseme

Diiz kas gevsemesi, kasilmay1 uyaran etkenin (hormon vs) uzaklastirilmast veya
kasilma mekanizmasinin inhibe edilmesini uyaran bir maddenin dogrudan etkisiyle
(6rnegin, atriyal natritiretik faktor bir vazodilatordiir) meydana gelir. Ne olursa olsun,
gevseme siireci, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun diismesini ve miyozinin hafif
zincirini fosfataz etkinliginin artmasini gerektirir. Miyozinin hafif zincirini fosfor
gruplariin koparilmasina hiicre i¢inde kalsiyum diizeyinin diismesiyle etkinlesen
miyozin fosfataz neden olur. Bdylece capraz kopriler ileaktinin etkin noktalarinin
kafasi birbirinden ayrilirak gevseme meydana gelir (Darakci 2016; Murthy, 2006
Takeuchi ve ark., 2007).

Uyarict  kalsiyamun hiicre i¢i  yogunlugundaki azalma, duz kas
hlcresindegevsemeye neden olur. Sitosolik kalsiyumun uzaklastirilmasinda ¢esitli
mekanizmalar vardir. Sarkoplazmik retikulum i¢ine kalsiyum alimi ATP hidrolizine

baglidir (Carlos ve Carneiro, 2006; Abraham ve Kierszenbaum 2006; Darakci 2016).

1.5. Ince Bagirsak Diiz Kaslarinin Elektrofizyolojisi

Bagirsagin motor fonksiyonu diiz kas lifleriyle yiiriitilmektedir. Mide bagirsak
sistemi diiz kas lifleri, her biri 2 - 10 mikron ¢apinda ve 200 - 500 mikron boyunda
yuzlerce paralel lif demetlerden olusmustur. Kas lifi demetleri arasinda iyonlarin bir
hiicreden digerine gecisinde diisiik direng bdlgelerini olusturanelektriksel baglanti
yerleri bulunmaktadir. Bu sekilde elektriksel sinyalleri lifler arasinda kolaylikla
iletilmektedir (Guyton, 1996; Carlos ve Carneiro, 2006; Sevimli 2010).
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Her bir diiz kas lifi bag doku ayrilmaktadir. Buna karsin demetler bir¢ok
noktada birbiriyle kaynastigindan, her kas tabakasi diiz kas liflerinden bir ag yapisi
olusturur. Bundan dolay1 her kas tabakasi bir sinsityum gibi hareket eder. Kas demeti
herhangi bir noktadan elektriksel uyar1 aldig1 zaman kas kitlesi i¢inde yayilmaktadir.
Ayrica longitudinal kaslar ile sirkiiler kaslar arasinda baglanti noktalar
bulundugundan dolay1 bir tabakada olusan uyar1 dalgas1 diger tabakada da uyari
meydana getirebilmektedir. Sindirim sistemi diiz kas hiicreleri membranlarinda,temel
elektriksel ritim (yavas dalga depolarizasyonlar1) ve dikensi potansiyeller olmak
uzereiki temel elektriksel etkinlikmeydana gelmektedir(Guyton, 1987; Marieb, 2004;
Sevimli, 2010).

Sindirim sistemi kanalinda kasilimlarin ¢ogu ritmik olarak olusmaktadir.
Diizenli olarak olusan bu olay, diiz kas membran potansiyelinde gelisen yavas
dalgalarin sikligi ile belirlenir. Diiz kas membran dinlenme potansiyellerinin dalga
akimlar1 ileyavag dalgalar olusur. Bu hiicreler elektriksel olarak baglandiklarindan bu
dalgalanan elektriksel potansiyeller bitisik kas boliimlerine yayilir ve yavas dalgalar
olusturur. Bu tam olmayan diiz kaslarin depolarizasyonlar: sisndirim sistemi

kanalinda yayilim gostermektedir (Hatemi 2005; Reece, 2008; Sevimli 2010).

Sindirim kanalinin anatomik boliimiine goére yavas dalgalarin frekansi
degisiklik olusturmaktadir. ince bagirsakta frekans dakikada 10-20 ve mide ile kalin
bagirsakta 3-8 araligindadir. Perifereral otonom sinirlere bagli olmaksizin intrinsik
sinirler ~araciligiyla yavas dalga depolarizasyonlarikendiliginden meydana
gelmektedir (Guyton, 1996). Yavas dalgalar aksiyon potansiyeli olmayip, kendi
baslarina kasilma olusturmazlar. Bunun yerine dikensi potansiyelllerin olusumunu
eszamanli ve esgiidiimlii olarak diizenlerler (Guyton, 1987; Reece, 2008; Sevimli
2010)

Kasilma meyadana getiren aksiyon potansiyeller Dikensi potansiyelleridir.
Sindirim sistemi kanali diiz kaslarin membran dinlenme potansiyelleri — 50 ile - 60
milivolt (mV) arasindadir. Membran dinlenme potansiyeli -40 Mv’a ylikseldigi
zaman kendiliginden dikensi potansiyeller olusmaya baglar (Guyton, 1987; Sevimli,
2010).
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Ince barsaga mide igerigi gecis yaptiginda kimus bagirsaklar1 genisleterek
bagirsak duvarlarin1 mekanik olarak gerer. Bu mekanik uyarim bagirsakta bulunan
algaclarla sinirlere impuls gonderek kimyasal araci salinimi sonucu genislemeye
neden olur. Genisleyen bu kisim bu bdlgeyi daha depolarize hale gelir. Bu sekilde
Yavas dalgalar bu uyarilmis diiz kas bolgesinden gecerken dikensi potansiyel
olusumuna sonucunda kasilima neden olur (Sevimli, 2010). Bununla beraberdikensi
potansiyeller sindirim kanali diiz kaslarinda birkag mm uzaga gidemezler. Bunun
yerine elektriksel olarak kas hicreleri gap junction (sinsityum) denilen aralikli
birlesme yerleri ile baglantili oldugundan yavas dalga potansiyelleri sindirim kanali
boyunca yayilacaktir. Sindirim sistemi boyunca dikensi potansiyeller, yavas
dalgalarin tepesinde olusur. Bundan dolay1 sindirim kanalinda temel elektriksel ritmi,
dikensi potansiyeller ile degil yavas dalgalarla belirlenmektedir (Hatemi, 2005;
Marieb, 2004; Noyan, 2004).

Aksiyon potansiyellerisinir dokuda olusturan temel mekanizma sodyum iyon
nallarin1 kullan sodyumun siiratli bir sekilde sinir liflerin icerisine girmesi meydana
gelmektedir.Sindirim  sistemi kanali diiz kaslarinda ise aksiyon potansiyelini
olusturan iyon kanallar1 daha farklidir. Fazla miktarda kalsiyum iyonunun daha az
miktarda sodyum iyonu ile birlikte girisini sagladiklarindan bu kanallara kalsiyum-
sodyum kanallart ismi verilmektedir. Kalsiyum-sodyum iyon kanallar1 sodyumiyon
kanallarina gore oldukca yavas agilmakta ve daha yavas kapanmaktadir. Bu durumda
sindirim sistemi kanalikaslarinda olusan aksiyon potansiyellerinin daha uzun
stirmesine neden olmaktadir. Sinir liflerinde 10 ile 20 milisaniye kadar suren aksiyon
potansiyellerisindirim sistemi kanalikaslarinda goriilendikensi potansiyellerde10-40
kati siirmektedir (Guyton,1996; Reece, 2008; Sevimli, 2010).

Sindirm kanali kas hiicrelerinde de kas hlcresine giren kalsiyum iyonlari
kaslarin kontraksiyonuna neden olmaktadir. Kalsiyum iyonlar1 diiz kas liflerinde
bulunan miyozin iplik¢iklerini etkinlestirerek kendisiyle aktin iplikgikleri arasindaki
cekme glcunt tetikleyerek kas kontraksiyonunu meydana getirir. Yavas dalgalar
kalsiyum iyonlarmin kas lifine girmesini neden olmazken sodyum iyonlarinin igeri
girmesine izin verir. Bu ylzden yavas dalgalar tek basina kasta kasilim yapamazken
yavas dalgalarin tepesinde, sivri potansiyellerin olusumu esnasindafazla miktarda

kalsiyum iyonu kas lifi icerisine gecerek kasilmaya neden olur (Guyton, 1987;
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Sevimli,2010). Sindirim sisteminde hiicre membranini depolarize ederek daha kolay
uyarilabilir yapan bazi faktorler bulunur. Bunlar kas bolgesinin gerilmesi, asetilkolin
salinimi, parasempatik sinirlerle uyarilma ve mide bagirsak sisteminin yerel
hormonlariyla uyarilma olarak siralanabilir. Cesitli yerel uyarilar neticesinde
kimyasal aracilar salgilanirlar ve kaslarin duyarhilifini artirarak dinlenme membran
potansiyelini daha pozitif hale getirirler (Marieb, 2004; Reece, 2008). Duz kas
membranlarinda epinefrin ve norepinefrin etkisi ile sempatik sinirlerin uyarilmasi ise
kas liflerinin daha uyarilabilir hale getirilmesini engellemektedir (Guyton, 1987;
Sevimli,2010).

1.4. Bitkisel Ekstraklarin Diiz Ka sKasilimlar1 Uzerine Etkisi

Diyete ilave edilen bitkisel ekstraktlarn, sindirimin uyarildigi, sindirimde sistemi
enzimleri ya da enzim uyaricilarinin etkinligini arttirabilecegi ifade edilmektedir
(Pradeep ve ark., 1991; Pradeep ve Geervani, 1994). Kanatlilarda yapilan
arastirmada oregano, targin ve biber ekstraklarinin besin maddelerinin
sindirilebilirligini arttirdig1 tespit etmislerdir (Hernandez ve ark., 2004). Benzer
sekilde fenolik bilesiklerden olan flavonoidlerin bagirsak kasilimlarina etkileri
gosterilmistir (D1 Carlo ve ark., 1993). Yukarida ki bildirimlerin terssnesirasi ile
1000 mg/kg ve 850 mg/kg diizeylerinde sican diyetlerine ilave edilen
cinnemaldehyde ve eugenol’in alanin amino asidinin jejunumdan emiliminin

azalttig1 rapor edilmistir (Kreydiyyeh ve ark., 2000).

Genistein ve quercetinin tavsan duodenum diiz kasinda spontan kasilimlarin
siddetini azalttig1, ancak frekansinda herhangi bir degisiklige neden olmadigi
belirlenmistir. Ozellikle genisteinin etkisini iyon (kalsiyum ve potasyum) kanallar,
quercetinin ise etkisini CAMP ve proteinkinaz A'nin araciligiyla gosterdigi ifade

edilmistir (Santos-Fagundes ve ark., 2015).

Kanatlilarda Rosmarinus officinalis L. (biberiye), Thymus vulgaris L. (kekik),
Myrtus communis L. (mersin) esansiyel yaglari (Biilbiil ve ark., 2018), kemirgenlerde
Teucrium polium (Mayasil otu; Sadraei ve ark., 2003), Pterodon polygalaeflorus
(Leonhardt ve ark., 2010) ve koyunlarda Mentha longifolia (Uzun yaprakli nane;

Ghader ve ark., 2012) esansiyel yaglarinin mide-bagirsak diiz kaslarinda kasilimlari



19

engelledigi gosterilmistir. Corek otu esansiyel yaginin ise alveoller (Agarwal ve ark.,
1979) ve kan damarlart (Suddek, 2010) diiz kaslarinda gevseme olusturdugu
belirtilmistir. Aymi1 sekilde bu esansiyel yagin sican ve kobay uterin diiz kasinda
oksitosinin neden oldugu kasilimlar1 engelledigi saptanmuistir (Agel ve ark., 1996).
Bu baglamda ¢orek otu esansiyel yaginin mide-bagirsak sistemi iizerine diger bir
etkisinin de sindirim sistemi diiz kaslarindaki kasilimlar1  diizenleyerek
gosterebilecegi bildirilmektedir (Bhat ve ark., 1984; Bhat ve Chandrasekhara, 1987;
Sambaiah ve Srinivasan, 1991). Nitekim ¢orek otu ucucu yagin rat ileal myenterik
pleksus boyunca fazik kasilmalarini (Reiter ve Brandt, 1985) ve tavsan jejunumunun
kendiliginden hareketlerini (Agel, 1993) engelleyerek spazm ¢oziicii oldugu ifade
edilmektedir. Buna ilave olarak Yalgin ve Biilbiil, (2019), Corek otu esansiyel
yaginin in vitro spontan duodenum ve kolon kasilimlari {izerine 1-300 pg/mi
diizeylerinin etki etmedigi, 1000 ng/ml diizeyinin ise kasilimlar1 kismen engelledigi
belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada; ¢orek otu esansiyel yagmin in vivo duodenum ve
kolon kasilimlarini aglik durumunda arttirarak mide-bagirsak kanalinda besinlerin

gecis sliresini azalttig1 gostermislerdir.
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2. GEREC VE YONTEM(ETIK)

2.1.Bitki materyali

Arastirmada Afyonkarahisar merkeze bagli Degirmendere koOylnde, sonbaharda
ekimi yapilmig taze filiz halinde bulunanyaklagik 10 cm boyuna ulagmig ve insan
tilketimi i¢in kokleri ile sokiilmiis Papaver somniforium(hashas) bitkisi kullanildi
(Resim 3.1). Orneklerin yenilebilen kisimlar1 kék ve saplarindan ayiklandiktan sonra

distile su ile yikandi, oda kosullarinda ve gdlgede kurutuldu.

Resim 2.1. Arastirmada kullanilan Papaver somniforium "un elde edildigi tarla
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2.1.1.Bitkinin ekstraksiyonu

Kurutulan hashas yapraklari ev tipi rondo da o6giitiildii (Resim 3.2). Toz haline
getirilmig 6rneklerden 20 g alinarak 400 ml ¢dziicii ile soksalet cihazinda kaynama
sicakliginda (Etanol 78,4 °C, metanol 64,7 °C etil asetat 77,1 °C ve su 100 °C)
ortalama 2 saat ekstrakte edildi (Mata ve ark., 2007). Takibinde ekstraklar stizgec
kagidindan siiziildiikten sonra coziiciilerin biiyiikk bir kismi evaparatorde kaynama
sicakliginda uguruldu (Tawaha ve ark., 2007). Kalan ekstraklar Selguk Universitesi,
Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji AD’ inda liyofilize edildi. Bitkilerden elde edilen

liyofilize 6rnekler fenolik madde miktari ve identifikasyonu ile kasilim denemeleri

yapilincaya kadar -18 °C’de muhafaza edildi.

Resim 3.2. Kurutulmus ve 6giitiilmiis Papaver somniforium bitkisi

2.2. Toplam Fenolik Madde (TFM) Tayini

Papaver somniforium yapraklarinin su, etanol, metanol ve etil asetat ekstraklarinda
toplam fenolik maddeler Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile tayin edildi (Singleton ve
Rassi, 1965).

Toplam fenolik madde miktar1 ile fenolik madde igeriginin belirlenmesi i¢in

liyoflize 6rnekler 1000 ug/mL olacak sekilde ¢oziildii.

Folin-Ciocalteu reaktifi,fosfotungistik  (HsPW12040) ve fosfomolibdik

(H3sPM012040) asitlerin karigimidir. Bu karigim fenol oksidasyonu esnasinda mavi
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renkli bilesikler olusturur. Polifenolik bilesiklerin miktar1 renk degisikligi ile dogru
orantilidir. Aragtirmada, ekstraklardaki polifenolik miktar1 gallik asit es degeri olarak

degerlendirildi.

Kullanilan metot 6zetle, ekstraklardan 10’ar ul alimarak 10 ml distile su ile
seyreltildi. Takibinde 500 pl FCR reaktifi (Sigma, F9252) bu karisima ilave edilerek
vorteks ile karistirilarak 5 dk dinlendirildi. Karisima 1.5 ml % 2’lik Na,COs ¢0Ozeltisi
eklenerek 1 saat boyunca oda 1sinsinda tutularak 760 nm’de absorbanslar okundu.
Blank olarak distile su kulamildi. Gallik asit i¢in c¢izilen absorbans-
konsantrasyonstandart grafiginin denkleminden, 6rneklerin toplam fenolik madde

miktarlart pg gallik asit (ug GAE/g ekstrakt) esdegeri seklinde hesaplandi.

2.3. Ekstraklarin fenolik madde iceriginin belirlenmesi

Orneklerdeki fenolik maddelerin tayini High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) ile gerekli modifikasyonlar yapilarak Selguk Universitesi, leri Teknoloji
Arastirma Uygulama Merkezinde belirlendi.

Liyofilize orneklerden 1g tartilarak tizerine 20mL ekstraksiyon c¢ozeltisi
eklenmistir. Ultra Torax aletinde yiiksek devirde 3 dk boyunca tutularak ince
partikiillii ve homojen bir karisim haline getirilmistir. Daha sonra 10 ml’lik tiipe
alinarak vortekslendikten sonra (5dk ylksek devir) karistm 10000 rpm, +4°C,
20dksantrifuj edilmistir. Berrak kisim gdzenek capt 0,45 pmolan membran
filtresinden gegirilerek 20 ul ornek otoenjektorden 24 saati gegmeden HPLC’ye

enjekte edilmistir.

2.3.1 Fenolik madde standartlari

Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasinda Gallik asit, Protokatesuikasit, Katesin,4-
Hidroksibenzoik asit, Kafeik asit, Siringik asit, Rutin Trihidrate, Trans-P-kumarik
asit, Trans-Ferulik asit, Mirisetin, Trans-Resveratrol, Kuersetin, Trans-Sinnamik asit,
Naringenin, Kaempferol kullanilmistir. Arastirmada kullanilan tm standartlar

metanol i¢inde ¢Ozdiirilmiistiir.
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2.3.2 HPLC cihaz kosullar:

Analiz igin HPLC (Shimadzu LC-20AD) cithaz1 kullanilmigtir. Dedektérde (UV/VIS;
SPD-20A); 280-330 nm dalga boylar1 arasindaki spektrumlarda 6lgiim yapilmistir.
Kolon olarak 5 pum; 4.6 x 250 mm(INERTSIL ODS-3V) ebatlarinda kolonu
kullanilmis ve kolon firin (CTO-10A) sicakligi 30°C’ye ayarlanirken; autosamplerin
(SIL-20A) sicakligr ise 4°C’ye ayarlanmistir. Fenolik maddelerin analizi igin
solventlerin akis zamanlamasi degisken olacak sekilde ayarlanmistir (gradient).
Solventler cihazla entegre edilmeden 6nce 20 dk bounca sonikasyon cihazinda hava
kabarciklarinin giderilmesi saglanmistir. Ayrica cihazla entegre bir sekilde degasser
(DGU-14A) donanimi da mevcuttur. Kullanilan mobil fazlar, solvent A igin Su:
formik asit (5:95; v/v) olarak; solvent B icin aseto nitril olarak belirlenmistir. Akis
hizi 1 ml/dk olarak ayarlanmistir. Mobil faz i¢in gradient bir akis s6z konusu olup

asagida verilen akis programi uygulanmistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Fenolik bilesiklerin HPLC ile analizde uygulanan gradient akigprogrami

0.10 Controller Start

0.10 Pumps B.Conc 8
2.00 Pumps B.Conc 10
27.00 Pumps B.Conc 30
37.00 Pumps B.Conc 56
37.10 Pumps B.Conc 8
45.00 Pumps B.Conc 8
45.10 Controller Stop

2.4. Ekstraklarin ince Bagirsak Kasthm Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Bu ¢alismada hayvan denemeleri Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu (AKUHADYEK)’in, AKUHADYEK-473-15 referans numarali ve
24.06.2015 tarihli izni ile yapilmugstir.

Kasilim denemelerinde Afyon Kocatepe Universitesi, Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezinden elde edilen 4-6 aylik ve ortalama 270 + 20 gr
agirhiginda, 10 Sprague Dawley sican kullanildi. Sicanlar genel anestezi (21,1 mg/kg

ketamin ve 4,2 mg/kg ksilazin) altinda servikal dislokasyonladtenazi yapilmistir.
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Takibinde her bir bagirsak boliimii krebs ¢ozeltisi igerisine etrafindaki mezenter ve
yag dokudan dikkatli bir sekilde temizlenerek 0,1 -- 0,3 cm x 0,6 cm boyutlarinda
serit seklinde doku pargasi elde edilmistir. Hazirlanan bu preparatlar, 37 °C sicaklikta
ve %95 O2 - %5 CO2 gaz karisimu ile siirekli havalandirilan 20 ml krebs (NaCl, 118
mmol/l;KCI, 4.7 mmol/l; CaCl> 2.5 mmol/l; MgSO4 1mmol/l; KH2PO4 1 mmol/l,;
glucose 11, mmol/l; NaHCOz 25 mmol/l)¢6zeltisi igerisinde olacak sekilde izole
organ banyosunun I, II, IIT ve IV numarali olmak tizere her dort kadehindeki platin
halka elektrotun alt ucuna baglanarak dokunun halka elektrotlar arasinda kalmasi
saglanmistir. Dokunun diger ucu st uglarindan force transducer'a baglanip tespit
edilerek ve izometrik diiz kas hareketleri "force transducer” (Force Displacement
Transducer 10-A) ve "acquisition system" yardimi ile bilgisayarda goriintiilenerek
(Biopac Student Lab PRO Software and MP30 Hardware) kaydedilmistir.

2.4.1.Deodenum, jejenum ve ileumda izometrik kasilimlarin belirlenmesi

Baslangigta izole organ banyosunun LII, III ve IV nolu kadehlerine tespit edilen dort
ayr1 doku pargalarina 2 gramlik bir gerim uygulandi. Ortama aligmalari i¢in en az 1
saat sureyle ve her 15 dakikada bir degistirmek kosulu ile krebs ¢ozeltisi igerisinde
bekletildi. Oncelikle normal spontan kasilimlarin belirlenmesi i¢in 1 saatlik kasilim

periyodu kaydedildi.

2.4.2. Duodenum, jejunum ve ileum iizerine ekstraktin etkisinin tek basina

arastirillmasi

Dokular organ banyosunda dengelendikten sonra ekstraklar 0,0001 — 3 mg/ml
derisim araliginda ve her bir doz araligi 3 dakika olacak sekilde kiimiilatif olarak
duodenum, jejenum ve ileum dokusuna ayr1 ayr1 uygulandi. Papaver somniforium’un
su ekstraktinin her ii¢ dokuda dakonsantrasyona bagimli olacak sekilde kasilimlara
neden oldugu, buna karsin etanol ve metanol ekstraklarinin iic dokuda da herhangi
bir etki olusturmadigi, etil asetat ekstraktinin ise zayif bir kasilimaneden olmakla
beraber bu etkinin istatistiksel 6neminin olmadigt belirlenmistir. Bundan dolay1
devam eden kasilim denemelerinde sadece Papaver somniforiumbitkisinin su
ekstrakti kullanildi. Arastirma yontemi igerisinde dokulara uygulanan deney

protokoli Tablo 2. 2°de 6zetlenmistir.
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2.4.3. Duodenum, jejunum ve ileum iizerine Asetil kolinin etkisinin tek basina

arastirilmasi
Dokular organ banyosunda dengelendikten sonra Asetil kolinin (Ach) her seferinde

logaritmik artigla 10-9 —10-4 M derisim araliginda ve her bir doz araligi 3 dakika
olacak sekilde kiimiilatif olarak duodenum, jejenum ve ileum dokusuna ayri ayri
uygulandi. Asetil kolinin 10 M uygulanarak olusan kasilma cevabi, her bir doku i¢in
maksimum kasilma kabul edildi. Daha once uygulanan ekstraklarin kasilim
olustruma etkisi ile ACh uygulamasindan sonra uygulanan tum maddelerin etkileri
ACh kasilmasinin % “si olarak hesaplandi.

Tablo 2.2. YOntem icerisinde dokulara uygulanan deney protokoli

Uygulama Uygulama Protokoli
Inkiibasyon 1 saat inkiibasyona birakildi
Uygulama Il 0,0001 mg ekstrakt
Uygulama 111 0,0003 mg ekstrakt
Uygulama IV 0,001 mg ekstrakt
Uygulama V 0,003 mg ekstrakt
Uygulama VI 0,01 mg ekstrakt

Uygulama VI 0,03 mg ekstrakt

Uygulama V1II 0,1 pg ekstrakt
Uygulama I1X 0,3 ug ekstrakt
Uygulama X 1 mg ekstrakt

Uygulama X1 3mg ekstrakt
Uygulama | Ach (10° M)
Uygulama X Ach + Atropin
Uygulama XI Ach + Verapamil
Uygulama XI1I Atropin + 1 mg ekstrakt
Uygulama XIII | Verapamil + 1 mg ekstrakt

2.4.4. Duodenum, jejunum ve ileum diiz kasinda atropin (10 M) ile

inklibasyonu takiben asetilkolinin (10> M) etkisinin arastirilmasi
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Izole ince bagirsak segmentleri 10° M atropinile 10 dk inkiibe edildikten sonra asetil
kolin (10°M) tek doz uygulanarak etkisi belirlendi.

2.4.5.Duodenum, jejunumu ve ileum diiz kasinda atropin (10 M) ile
inkubasyonu takiben Papaver somniforiumsu ekstraktinin tek doz etkisinin

arastirillmasi

izole ince bagirsak segmentleri 10® M atropin ile 10 dk inkiibe edildikten sonra
dokularda maksimal etki goOsterdigi belirlenen 1 mg /ml dozunda Papaver

somniforiumsu ekstrakti tek doz uygulandi.

2.4.6.Duodenum, jejunum ve ileum diiz kasinda verapamil (10-7 M) ile

inklibasyonu takiben asetilkolinin (10 M) etkisinin arastiriimasi

Izole ince bagirsak segmentleri 10° M verapamil ile 10 dk inkibe edildikten sonra
asetilkolin (10 M) tek doz uygulanarak etkisi belirlendi.

2.4.7.Duodenum, jejunumu ve ileum diiz kasimin verapamil (10-7 M) ile

inkiibasyonu takiben papaver su ekstraktinin tek doz etkisinin arastirilmasi

izole ince bagirsak segmentleri 10"M verapamil ile 10 dk inkiibe edildikten sonra
dokularda maksimal etki gosterdigi belirlenen 1 mg/ml dozunda papaver su ekstrakti

tek doz uygulandi.

2.5.istatistiksel Analiz

Bu calismada istatistiksel analizler icin 'SPSS 13.0 istatistik paket programi’
kullanildi. Veriler ortalama * standart sapma (meanzstandart deviation-SD) seklinde
ifade edildi. Istatistiksel yontem olarak, her bir doku icin ayr1 olacak sekilde elde
edilen amplitiit degerler arasinda yapilan karsilastirmalarda “Varyans analiz” ve

“Tukey” testi uygulandi ve p< 0,05 fark diizeyi ¢alismada 6nemli kabul edildi.
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3.BULGULAR

3.1.Toplam Fenolik Madde (TFM) Tayini

Gallik asit kullanilarak hazirlanan standart grafik Grafik 3.1°de gosterilmistir.
Papaver somniforiumunetanol, metanol, etil asetat ve su ekstraklarindaki fenolik
madde diizeyi sirastyla 182,13; 164,14, 113,44 ve 94,56 mg/golarak belirlendi. Buna
gore, Papaver somniforiumunetanol ekstraktinda en fazla fenolik madde bulunurken

su ekstraktinda bu diizeyin en az oldugu goriildii.
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Grafik 3.1. Gallik asit standart grafigi (r>=0.998)
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Fenolik madde tayininde kullanilan fenolik madde standart kalibrasyon
egrisi Grafik 3.2’de standartlarin kromatogram goriintiileri ise sekil 3.3.°de
gosterilmistir.  Papaver somniforium un farkli ekstraksiyon metotlariyla elde

edilen ekstraklarindaki fenolik madde igerigi ise Tablo 3.1 gosterilmistir.

Buna gore kullanilan solventin ¢esidine bagl olarak fenolik madde iceriginin
degistigi belirlenmistir. Papaver somniforium’un etanol ekstraktinda fenolik
maddenin % 49,14 Trans-P-kumarik asit ile %16,71’ni Kuarsetin olusturdugu
goruldu. Etil asetat ekstraktinda ise Mirisetin (%39,26), Gallik asit (25,44) ve
Kuarsetin (%12,66) oldugu belirlendi. Buna karsin metanol ekstraktinda kafeik asit
(%14,77) ve Katesin (%13,84) su ekstraktinda ise Kuarsetin (%12,42) ve Kaempferol
(% 7,48) belirlenmistir.
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2 15.00000 368315 | 29597.01 | 8.024895 |7 389743 [ 296195 [v 347887
3 25.00000 597000 | 80282.20 | 13.44760 |[v _ 530608[v  686226|[v 574167
6 35.00000 | 1078259 | 18747.08 | 1738644 |[¢ 1 v 1092258 [7 1085559
7 45.00000 | 1303546 | 1043555 | B8.005512 [ 1183186|[¢ 1358716 [¢ 1368737]
s 55.00000 | 1723370 | 4810470 | 2.791316 [ 1740926|[¢ 1668953 [¢ 1760230
9 65.00000 | 2094454 | 5177892 | 2.472192 |[¢  2052150|[¢ 2079016|[v 2152196

Grafik 3.2. Metodun kalibrasyon egrisi (r>=0.998)
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Resim 3.1. Standartlarin Kromatogram Goriintiileri

Tablo 3.1.Papaver somniforiumun etanol, etil asetat, metanol ve su ekstraklarindaki
fenolik maddelerin miktar1 (mg/g)

Etanol | Etil asetat | Metanol Su
Gallik Asit 0,48 25,44 0,04 0,23
Protokatesuik asit 2,79 1,44 0,79 0,92
Katesin 2,89 1,63 13,84 0,55
4-Hidroksibenzoik Asit 7,28 1,52 2,89 1,53
Kafeik Asit 2,84 1,31 14,77 1,36
Siringik asit 0,90 1,79 0,71 1,14
Rutin Trihidrate 1,13 4,43 1,47 0,32
Trans-P-kumarik asit 49,14 0,79 1,33 0,19
Trans-Ferulik Asit 1,50 5,05 0,18 0,38
Mirisetin 10,73 39,26 8,20 1,13
Trans-Resveratrol 8,24 9,18 0,91 5,45
Kuersetin 16,71 12,66 1,51 12,42
Trans-Sinnamik asit 0,57 0,76 1,17 0,20
Naringenin | 3,79 1,93 1,13 0,94
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Kaempferol ‘ 3,50 ‘ 5,50 ‘ 2,83 ‘ 7,48 ‘

3.2.Papaver Somniferium Ekstraklarinin ince Bagirsak Kasihm Uzerine Etkisi

Ekstraklar artan dozlarda her 3 dakikada bir dozun 20 ml’lik hacimde izole ince
bagirsak segmentlerinin bulundugu organ banyolarina eklenmesiyle kiimiilatif olarak

uygulandi.

Deodenum, jejenum ve ileum tizerine ekstraklarin olusturdugu kasilim siddeti
Tablo 3.2, 3.3 ve 3.4’de gosterilmistir. Papaver somniforium un su ekstrakti her ¢
dokuda dakonsantrasyona bagimli olacak sekilde kasilimlara neden oldu. Artisin 1
mg/ml dozuna kadar doza bagimli olarak artarken 3 mg/ml dozunda bir 6nceki doza
benzer etki veya etkinin azaldigi goriildii. Tablo 3.2, 3.3 ve 3.4 incelendiginde ii¢
doku i¢inde maksimal kasilim i¢in Papaver somniforium’un sulu ekstraktinin 1
mg/ml doz oldugu,buna gore 1 mg/ml su ekstraktnin ACh kasilmasmindeodenumda
% 82,00 jejenumda % 96,10 ileumda % 58,40’i kadar kasilmaya neden oldugu
belirlendi. Buna karsin Papaver somniforium 'un etanol ve metanol ekstraklarinin ii¢
dokuda da kasilim olusturmadigi etil asetat ekstraktinin ise zayif bir kasilma

gorulmekle beraber istatistiki onem belirlenememistir.

Tablo 3.2.Papaver somniforiumun etanol, etil asetat, metanol ve su ekstraklarinin
deodenum kasilimi iizerine etkisi (%)

Solvent Uygulanan diizey (mg/ml)
0,01 0,03 0,1 0,3 1 3
Su - 12,40+1,7 | 16,20+9,87 | 43,50+15,21 | 82,00+14,67 | 86,50+23,77
Etanol - - - - - -
Metanol - - - - - -
Etilasetat | - - - 1,40+£2,11 2,7043,65 2,70+4,80

Tablo 3.3.Papaver somniforiumun etanol, etil asetat, metanol ve su ekstraklarinin
jejenum kasilimi tizerine etkisi (%)

Solvent Uygulanan diizey
0,01 0,03 0,1 0,3 1 3
Su - |6,40+4,06 | 21,60+11,15 | 70,80+17,75 | 96,10+11,47 | 92,30+7,27
Etanol - - - - - -
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Metanol -

Etilasetat | -

1,00+1,49

4,10+2,88

4,20+1,81

Tablo 3.4.Papaver somniforiumun etanol, etil asetat, metanol ve su ekstraklarinin
ileum kasilim1 Uzerine etkisi (%)

Solvent Uygulanan diizey
0,01 0,03 0,1 0,3 1 3
Su - 16,90+£3,92 | 15,60+3,56 | 33,40+5,71 | 58,40+8,36 | 66,00+6,18
Etanol - - - - - -
Metanol - - - - - -
Etilasetat | - - - 1,30+1,63 2,70£2,86 | 4,00+3,49

Asetilkolin (10° M) vePapaver somniforium yaprag: su ekstraktinin (1 mg

/ml) duodenum, jejunum ve ileum diiz kasinda 10 dk atropin inkubasyonu sonucunda

olusturdugu kasilimin siddeti (%) Tablo 3.5 ve Grafik 3.3’degosterilmistir. Buna

gore Atropin inkubasyonu sonucunda asetilkolinin her ii¢ dokudada olusturdugu

kasilim siddetinin azaldigi goruldu (P<0.001). Buna karsin dudenum, jejenum ve

ileum dokularinda Papaver somniforium su ekstraktinin(lmg/ml) olusturdugu

kasilim giddetinin atropin inkubasyonundan etkilenmedigi belirlendi (Gafik 3.3;

P>0.05).

Tablo 3.5. Dokularda antagonist + asetilkolin ve antagonist + Papaver somniforium

su ekstrakticevaplar1(%)

Deudenum Jejenum [leum
Asetilkolin (10° M) 100 100 100
Atropin  (10% M) +
Asetilkolin (10°5 M) 5,90+2,68 7,00£2,26 7,40+2,87
Papaver somniforium
su ekstrakti(1mg /ml) 82,00+23,77 | 96,10+11,47 | 58,40+8,36
Atropin  (10% M) +
o 69,40+23,05 | 96,00+10,01 | 70,50+7,93
Papaver somniforium
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su ekstrakti (1 pg /ml)

Verapamil (107 M) +

52,60%9,85 59,10+9,66
Asetilkolin (10° M) 53,00£10,21
Verapamil (107 M) +
Papaver somniforium | 27.37%3,00 | 26,2046.86 | ,4 54,64
su ekstrakti(1pg /ml)
120+ a .Ach
B Atr + Ach

[a—
[}
<P

0
Q

60

Kasilimin siddeti (%)

Duedenum

Jejenum

lleum

Grafik 3.3. Ince bagirsak béliimlerinde antagonist + asetilkolin ve antagonist +

Papaver somniforium su ekstrakti kasilim cevaplart (%).Ayn1 anatomik bagirsak

kisimlarindaki sutunlarda farkli

belirlenmistir (p<<0.001).

harfler arasinda

istatistiksel

yonden fark
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Grafik 3.4. Ince bagirsak béliimlerinde verapamil + asetilkolin ve verapamil +
Papaver somniforium su ekstrakti kasilim cevaplart (%).Ayn1 anatomik bagirsak
kisimlarindaki  sutunlarda farkli harfler arasinda istatistiksel yonden fark

belirlenmistir (p<<0.001).

Verapamil uygulamasi sonrasinda Asetilkolin (10° M) vePapaver
somniforium yapragi su ekstraktinn (1 mg /ml) duodenum, jejunum ve
ileumdaolusturdugu kasilimin siddeti (%) Tablo 3.5 ve Grafik 3.4’de gosterilmistir.
Buna gore asetilkolin ve Papaver somniforium su ekstraktinin(1mg/ml) her (g
dokuda verapamil uygulamasi sonrasindaolusturduklar1 kasiliminsiddetinde azalma

oldugu goriildii (P<0.001; Gafik 3.4).
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4 TARTISMA

Papaver somniferum,cogunlukla kapsiilindeki alkaloidler ile tohumundaki yagi i¢in
Uretilen bir sanayi tarim {iriinii olmasinedeniyle,6zellikle kapsultindeki alkoloidler en
onemli ¢alisma alanini olusturmustur (Harvest ve ark., 2009; Kumar ve Patra, 2010).
Daha dnce yapilan aragtirmalarda;bu bitkinin tohumu, tohum kapsill (Furuya ve
ark., 1972; Azcan ve ark., 2004; Gumiscii ve ark., 2008)ile ¢iceklerinin kimyasal
icerigine odaklanilmigtir (Gultepe, 2013). Bununla birlikte, Papaver somniferum’un
taze filizleriayn1 zamanda tariminin yapildigi bolgelerdedzellikle salatalara ilave
edilerekaroma ve tat amagl olarakb6lge insanlari tarafindan yenilmektedir. Tuketilen
gidalarin, sindirim kanalindan temel yapilarina kadar sindirilmeleri ve barsaktan
emilimlerinde barsak motilitesinin 6nemli etkisi bulunmasi1 nedeniyle, ince barsak
kasilimlarini artiran ya da azaltan faktorlerin, gerekli besin maddelerinin asir1 ya da
yetersiz emilmesine neden olarak beslenme sorunlarmma yol agabilmektedir
(BoOlukbasi, 1989). Tarmminin yapildigi bolgelerde insan tuketiminde yaygin

kullanilan Papaver somniferumbitkisinin filizinin mide barsak sisteminde diiz kas



35

kasilimlar1 iizerine etkilerinin ortaya konuldugu bir arastirma glnlimize kadar
yapilmamistir. Bu nedenle, arastirmada; filiz halindeki(Rozet | ve Il doneminde)
Papaver somniferum’un farkli ¢oziiciiler kulanilarak (etanol, metanol, etil asetat ve
su) elde edilen ekstraklarinin igerdigi toplam fenolik madde miktar1 ve fenolik
maddelerin identifikasyonu ileince bagirsak kasilimlar1 {izerine etkilerinin
belirlenmesiamaglanmistir. Bu arastirmada, Afyonkarahisar’da normal tarim1 yapilan
ve rozet déneminde bulunan tiiketime uygun Papaver somniferum yapraklari dort
farkli ¢oziicii kullanilarak (etanol, metanol, etil asetat ve su) ekstraksiyon islemi
uygulanmistir.  Calismada;Papaver somniferum yapraklarinda bulunanfenolik
maddelerin etkinligini belirleyebilmek i¢in ekstraksiyonda polar ¢oziiciiler
kullanilmistir. Bu amagla etanol, metanol, etil asetat ve su c¢oziiciilerinde
ekstraksiyon yapilmistir. Boylelikle fenoliklerle birlikte ekstrakta elde edilen polar

aktif maddelerin etkinliklerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Bu ¢alismada;Papaver somniferum filizlerinin etanol, metanol, etil asetat ve
su ekstraklarinda fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile tayin
edilerek miktarlar1 genel standart olarak kabul edilen gallik asit cinsinden hesaplandi
(Singleton ve Rassi, 1965). Toplam fenolik madde miktarinin gallik asit esdegeri
olarak 181,13 — 94,56 araliginda en yiiksek etanol de, en diisiik ise su ekstraktinda
bulundugu belirlendi. Bu baglamda Papaver somniferumfiliz ektraktinin fenolik
madde igerigi igin etanolun daha iyi bir ¢oziici oldugu tespit edildi. Bu
bulgunun,salatalarda kullanilan roka, dereotu, tere gibi yesilliklerin ekstraksiyonunda
solvent olarak suyun kullanilmasinin aseton ve etanola gore daha fazla fenolik madde
elde edilmesine neden oldugu yéniindeki bildirime (Isbilir ve ark.,2012) ters oldugu
gozlendi.Bununla birlikte, calismamizda elde edilen bulgunun; Papaveraceae
ailesindenolan Papaver rhoeas L. bitkisinin yapraklarindaki fenolik madde igeriginin
etanol ekstraktinda en fazla bulunduguyoniindeki bildirimle (Isbilir ve ark. 2008)

uyumlu oldugu gozlendi.

Bitkilerde bulunan fenolikmaddelerbitkilerin dogal bilesenleridir. Bu
maddelerin serbest radikallerini yok ederek ve lipid peroksidasyon olusturma
yetenegine sahip olan metal iyonlarla selasyon yaparak antioksidan etki
gostermektedir (Moure ve ark., 2001; Lima ve ark., 2006). Buna ilave olarak ¢esitli

epidemiyolojik calismalar sebze ve meyveden zengin ve diger bitkisel kaynakli (cay,
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salata, meyve seklinde tiiketim) diyetle beslenmenin kanser ve birgok kronik
hastaliga kars1 koruyuculuk sagladigi, bitkilerin igerigindeki fenolik bilesiklerin bu
etkileri saglayan ana bilesikler oldugu ifade edilmektedir (Hollman ve ark., 2001,
Balasundram ve ark., 2006). Bu nedenlerden dolay1 fenolik madde ydniinden zengin
bitki ve meyveler aroma ve tat yani sira tedavi amaglada kullanilmaktadir. Bu
calismada kullanilan Papaver somniferumfilizinde orta dizeyde fenolik madde
icerdigi tespit edildi.

Calismada;Papaver somniforiumfilizlerinin organik ¢o6zcilerden etanol,
metanol ve etilasetat ekstraklarina karsi, sulu ekstraktinin her (¢ dokuda
dakonsantrasyonundaki artisa bagli olarak kasilimlarin siddetini artirdigi, en fazla
artigin ise 1 mg/ml dozunda oldugu tespit edildi (Tablo 3.2, 3.3 ve 3.4). Bu bulgunun;
Papaver somniferum bitkisinin kapsiiliinden elde edilen alkoloidlerin kas gevsetici
etkinlige sahip oldugu ve ozellikle ilag sanayinde bagirsak spazm ¢oziicii olarak
kullanildig1 yoniindeki bildirimlere(Brisman ve ark.,2006;Pathak ve ark., 2013)ters
oldugu bulundu. Buna karsin,sulu ekstraktinin ise kasilimlari artirdigi gézlendi. Bu
bulgunun; calismada kullanilan Papaver somniforium’un filiz formunda (Rozet)
Ozellikle papaverin alkoloidinin heniiz yeterince olugsmamasi ya da yeterince
solventlere gegmemesinden kaynaklanmis olabilcegini diistindiirmektedir. Nitekim
yapilan ¢aligmalarda;Papaver somniforiumbitkisinin heniiz koklerinin olusma
doneminde % 0,016-0,018, rozet devresinde ki koklerde %0,14-0,172 ve filiz
yapraklarinda ise %0,087 diizeyde morfin bulundugu bildirilmektedir (Sarkany ve
Danos, 1957).Bu c¢alismada kullanilan bitki filizlerinde alkoloid diizeyleri
belirlenmemis olmasina karsin, sulu ekstraktinin barsak diiz kaslarinda olusturdugu
kasilimlardaki artisin, tlketilen besinlerin ince barsaklardan sindirim ve emilimini

etkileyebilecegine isaret etmektedir.

Bu calismada;etanol, metanol ve etil asetat ekstraklarmin kasilim iizerine
herhangi bir etki olusturmamasi sadece sulu ekstrakta kasilimin meydana
gelmesinden dolay1 sadece sulu ekstraktin olasi kasilim olusturma mekanizmasi
degerlendirildi. Papaver somniforium bitkisinin sulu ekstraktinin ince barsak diiz
kasinda meydana getirdigi kasilmanin kolinerjik ya da kalsiyum kanallarina etkisine
bagl olarak sekillenip sekillenmedigini ortaya ¢ikartmak igin, asetil kolin, kolinerjik

reseptor blokoru atropin(Bolden ve ark., 1992; Moriya ve ark., 1999) ve kalsiyum
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kanal blokorii verapamil kullanildi(Elferink ve ark., 1984; Baxter ve ark., 1993).
Asetilkolinin mide bagirsak sisteminde parasempatik innervasyonun &nemli bir
norotransmiteri olup muskarinik reseptorleri uyararak diiz kas kasilimina neden
oldugu ve siganlarda 10° M dozunun maksimal kasilima yol actign ifade
edilmesinden (Moreno ve ark., 2006; Qipshidze ve ark., 2011) dolayi,bu ¢alismada,
10° M asetilkolin kullanilmis ve ortaya ¢ikan kasilimin diizeyi %100 kasilim olarak
kabul edilmistir.Calismada kasilimm siddetinin 10 dk atropin (10 M) inkubasyonu
sonrasi uygulanan Papaver somniforium(l pg/ml) ile ince bagirsagin anatomik
kisimlarinda degismekle beraber kasilimin %70 — 97 devam ettigi goriilmiistir
(Tablo 3.5). Bu baglamda arastirma bulgu Papaver somniferum’un su ekstraktinin
kastiric1 etkisini muskarinik reseptorler tizerinden géstermedigini diisiindiirmektedir.
Atropinin 10® M diizeyinin asetilkolinin in vitro etkilerini ortadan kaldirdig
bildirilmektedir (Edholm ve ark., 2004;Stupecka ve ark., 2014 ). Nitekim bu
calismada de yaklasik %90-95 oraninda atropin uygulamasi sonrasinda asetilkolinin

etkinliginin azaldig1 goriildi (Grafik 3.3 ve 3.4).

Calismada; Papaver somniforium bitkisinin filizlerinden elde edilen sulu
ekstrakti uygulamasinin her ii¢ diiz kas kasilimlarindaki en fazla azalmanin
verapamil ile uygulananlarda gézlenmesi(Tablo 3.5), s6z konusu ekstraktin ince
barsak diiz kas kasilim1 tizerineetkniligini biiyiik 6l¢iide kalsiyum kanallar1 araciligi

ile gergeklestirdigini isaret etmektedir.
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5.SONUC

Arastirma sonucunda bu c¢alismada kullanilan ve halk tarafindan tiiketilen
Papaver somniforiumunfilizlerinin fenolik madde miktarinin etanol ekstraktinda en
fazla bulundugu, bunu sirasiyla metanol ve etil asetat takip ederken en az su
ekstraktinda oldugu belirlenmistir.Etanol, metanol, etil asetat ve su ekstraklarinda
sirasiyla, en fazla Trans-P-kumarik asit (% 49,14), kafeik asit (%14,77), Mirisetin
(%39,26) ve kuarsetin (%12,42) oldugu tespit edilmistir.

Papaver somniforiumfilizlerinin etanol ve metanol ekstraklarinin aksine sulu
ekstraktininince barsagin her ili¢ kismindadoza bagimli olarak kasilimlara yol
actigimaksimal kasilimm ise 1 mg/ml dozunda goriildiigii belirlendi. Bu kastiric
etkisini muskaranik reseptorler iizerinden gostermedigi, verapamil inkubasyonu
sonucu kastirict etkisi 6nemli diizeyde azalmasindan dolayi, etkisini kalsiyum

kanallar1 tizerinden gostermis olabilecegi kanaatine varilmstir.
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OZET

Papaver somniferumyapragi ekstraktinin ince barsak kasilimlari iizerine

etkisinin in vitro belirlenmesi

Bu aragtirmada papaver somniferum’un (Hashas)taze yapraklarminfarkl
coziiciilerdekiekstraklarinin fenolik madde igerigi ile ince bagirsak (deudenum,

jejenum ve ileum) kasilimlari {izerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Bu amagla Afyonkarahisarda yetistirilmis insan tiiketimi ig¢in kokleri ile
sOkiilmiis hashas bitkisinin yenilebilen kisimlar1 kurutularak doért farkli (etanol,
metanol, etil asetat ve su) c¢ozlctde ekstrakte edildi. Takibinde liyofilize edilerek
fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile fenolik maddelerin tayini
ise LC-MS yapildi.
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Kasilim denemeleri i¢cin 10 adet Sprague Dawley siganin ince bagirsagi
kullanildi. Duedenum, jejnum ve ileum dokusunun orta bdlgesinden alman doku
parcalar1 etrafindaki mezenter ve yagdan dikkatli bir sekilde temizlenerek 0,1--0,3
cm x 0,6 cm boyutlarinda serit seklinde doku parcalari elde edilmistir. Hazirlanan bu
preparatlar, 37 °C sicaklikta ve %95 Oz - %5 CO; gaz karisimi ile siirekli
havalandirilan 20 ml krebs ¢6zeltisi igerisinde olacak sekilde izole organ banyosunda
degerlendirildi.Dokular organ banyosunda dengelendikten sonra ekstraklarin 0,001 —

3mg/ml derisimlerindeki etkileri degerlendirildi.

Aragtirma  sonucunda,  ¢oziiciiniintiirine  baglhi  olarak  Papaver
somniforium ‘'unfenolik madde miktarinin ve igeriginin degistigi,etanol ekstratinda en
fazla fenolik madde bulunurken su ekstraktinda bu diizeyin en az oldugu goriildii.
Ayrica etanol, metanol, etil asetat ve su ekstraklarinda sirasiyla en fazla Trans-P-
kumarik asit (% 49,14),Kafeik asit (%14,77), Mirisetin (%39,26) ve Kuarsetin
(%12,42) oldugu belirlendi. .

Papaver somniforium’un etanol, metanol ve etil asetat ekstraklarinin ince
bagirsak kasilimlari iizerine etkisi bulunmazken su ekstraktinin deodenum, jejenum
ve ileum dokularinda doza bagimli olarak kastirict etki olusturdugu goriilmiistiir.
Papaver somniforiumekstraktininl mg/ml diizeyinde en yiiksek kasilima neden
oldugu atropine inkubasyonunun olusan maksimal kasilim iizerine etkisi

bulunmazken, verapamil énemli oranda azaltmstir.

Sonug olarak, Ulkemizde taze olarak tiketilen papaver somniforium’un su
ekstraktinindozuna bagimli olarak ince bagirsak iizerinde kastirict etkiye sahip
oldugu goriilmiistiir. Bu etkisini muskaranik reseptorler aracilifiyla gostermeyip

olas1 kalsiyum kanallar1 lizerinden olusturdugu kanaatine varilmaistir.
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SUMMARY

In vitro determination of the effect of extract of Papaver somniferum on

intestinal contractility

In this study, it was aimed to determine the effect of different solvent extracts
of papaver somniferum (poppy) fresh leaves on the content of phenolic substances

and small intestine (duodenum, jejunum and ileum) contractions.

For this purpose, poppy seeds grown for human consumption were taken
out of soil with their roots and their eatable parts were dried and extracted in four
different solvents (ethanol, methanol, ethyl acetate and water). They were then
lyophilized and Folin-Ciocalteu reactivity (FCR) was used for amount of phenolic

substance whereas LC-MS was used for the assessment of phenolic substances.
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Small intestines of 10 Sprague Dawley rats were used for contraction
experiments. The tissue parts obtained from the mid region of the duodenum,
jejunum and ileum were carefully cleaned from the surrounding mesentery and fat to
obtain a strip-like tissue piece of 0.1--0.3 cm x 0.6 cm size. The preparations were
assessed in isolated organ bath in a 20 ml Krebs solution that was constantly aerated
with 95% O2 - 5% CO2 gas mixture at 37 oC temperature. Once the tissues were
stabilized in the organ bath, the effects of extracts at 0.001 - 3 mg/mL concentrations

were assessed.

As a result of research, it was observed that the amount and content of
phenolic substance in Papaver somniferum changed depending on the type of the
solvent and that, while the maximum amount of phenolic substance was available in
ethanol extract the minimum amount was available in the water extract. In addition,
ethanol, methanol, ethyl acetate and water extracts were found to include Trans-P-
coumaric acid, caffeic acid, myricetin and quercetin the most, respectively.

While ethanol, methanol and ethyl acetate extracts of Papaver somniferum
were found to have no effect on small intestine contractions, water extract was
observed to have a contracting effect on the duodenum, jejunum and ilium tissues
depending on dosage. Papaver somniferum extract had the highest effect on maximal
contraction at a level of 1 mg/ml. While atropine incubation did not prevent the

contraction, verapamil significantly reduced it.

As a result, it has been found that, papaver somniferum, freshly consumed in
our country, has a dose-dependent contracting effect on the small intestines. It was
concluded that, it did not show this effect through muscarinic receptors but through

the potential calcium channels.
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