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GIRiS

I. ARASTIRMANIN AMACI

Galanthus tiirleri {ilkemizde halk arasinda “Kardelen”, “Garipge”, Oksiiz Ahmet”,
“Aktag”, “Boynu biikiik”, “Kargasogam” gibi yerel isimlerle taminmakta olup,
Amaryllidaceae familyas: tiyeleri arasinda yer alan gok yillik, soganl, otsu bitkilerdir
(5, 25, 287). Bir kaynakta toprakiistii kisimlarimn kalp kuvvetlendirici, midevi ve adet
soOktiiriicti, toprakalti kisimlarnin ise taze halde iken ezilip lapa halinde haricen

¢ibanlar1 olgunlastiric olarak kullanildig: belirtilmektedir (25).

Galanthus tiirleri, diinyanin hemen hemen her tarafinda bahge ve gevre
" diizenlémelerinde siis bitkisi olarak olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilan bitkilerdir. Bu
nedenle lilkemizden bazi tiirlerin soganlari, basta Hollanda olmak {izere diger baz:
tilkelere ¢igek sogam adi altinda ihrag edilmektedir. Bu yogun ihracat sonucunda tahrip
oldugu goriilen bitkilerin yok olmalanim 6nlemek amaciyla, son yillarda bazi yasal

diizenlemelerin yapilmakta oldugu bildirilmistir (145).

Eczacihk agismdan Galanthus tiirleri, tasidiklann hem lektinleri ve hem de
alkaloitleri agisindan oldukea ilgi gekicidirler. Bunlardan bazilan, sahip olduklar ilging

farmakolojik etkileri nedeniyle halen tedavi alaninda kullanilmakta, diger bazilan ise



ilag olabilme potansiyeli tagimaktadir. Bunlarin arasinda tedavi agisindan en Snemli
olanlarindan biri galanthamine adli Amaryllidaceae alkaloididir. Bu bilesik analjezik
(111), antikolinesteraz (30), gevsetici anestezi alan hastalarda kortizo! diizeyini arttirict
etkilere sahip olup (59), tedavide ameliyat sonrasi bagirsak-mide-mesane atonisinde,
myasthenia gravis'de, miyopati ve poliomyelitis'de olusan semptomlarda, polinevropati,
polinevrit ve omurilik zedelenmelerinde kullamildigi, ¢ok sayida birincil kaynak
kullanilarak hazirlanmgs olan derleme tarzindaki bir ikincil bir kaynakta rapor
edilmektedir (110). Galanthamine, uzun siireli merkezi etki gdsteren bir kompetitif
kolinesteraz inhibitdrli olup, Alzheimer hastalift (AD) gibi kolinerjik iligkili
norodejeneratif hastaliklann tedavisinde kullamlmaktadir (169, 236). Omegin,
galanthamine'i etken madde olarak igeren “Nivalin” isimli bir preparat, halen
Avusturya'da ve Almanca konusulan ilkelerde Alzheimer  Hastahifi'na kars
kullanilmak iizere onay almigtir (224). Ayrica yine s6z konusu iilkelerde yiiz nevraljisi
gibi endikasyonlarda kullanilmak iizere de pazarlanmaktadir (224). Bu konuda yakin
zamandaki bazi1 gelismeler, galanthamine hydrobromide i¢eren “Reminyl” isimli
preparatin bir Ingiliz firmas: tarafindan Eyliil 2000 de piyasaya sunulmug olmas: (117-

119) ve galanthamine’nin FDA tarafindan da onaylanma agamasinda bulunmasidir.

Galanthus tlirlerinin tagidif ana alkaloitlerin ilgi gekici olanlarindan bir digeri
de lycorine’dir. Lycorine'nin birkag RNA ve DNA viriisti {izerinde saptanmig antiviral
etkisinin oldugu bilinmektedir (91). Omegin gocuk felci, kizamik, Herpes Simplex Tip
I gibi baz1 viriisleri doza bagimh olarak inhibe ettigi bildirilmigtir (121-123, 271). Bu
bilesik aym zamanda antimalaryal ve sitotoksik aktiviteye de sahiptir (48, 168). Bir
kaynakta lycorine'in Murine P-388 lenfositik 16semi ve sarkomada biiyiime inhibit6rii

olarak etki ettigi de belirtilmistir (198). Ayrica lycorine'in Malt 4, LMTK ve HepG 2



hiicre dizinleri tizerinde sitotoksik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (275). Yine
lycorine iizerinde yapilan diger ¢aligmalarda, antienflamatuvar etkisinin
indometasin'den daha yiiksek oldugu kanitlanmistir. (62). S6z konusu bu alkaloidin in
vitro olarak kuvvetli kardiyotonik etki gosterdigi (2), yine in vitro olarak siganlarda

uterus ve bagirsak motilitesini arttirdi: gosterilmistir (222).

Bu iki alkaloidin disinda, bagka Amaryllidaceae alkaloitlerinin de ilging
fizyolojik ve farmakolojik aktivitelere sahip olduklarina dair pek ¢ok 6rnek verilebilir.
Ornegin tazettine, hippeastrine ve haemanthidine'in P-388 murine lenfositik 16seminin
dahil oldugu bazi tiimor sistemlerine karsi sitotoksik aktiviteye sahip olduklan

bildirilmistir (10).

Amaryllidaceae alkaloitleri, yukarida kisaca Orneklenen ilging fizyolojik ve
farmakolojik etkileri nedeniyle, bilim adamlarimin ve ozellikle bitki kimyasi ile
ugraganlarm ilgilerini gekmektedir. Umit vadeden farmakolojik aktivitelere sahip olan
yeni alkaloitlerin veya yeni ilag tasarimlarinda model olugturabilecek yeni bilesiklerin
potansiyel kaynaklari olarak, Tiirkiye'de yabani olarak yetisen Galanthus tiileri
(Amaryllidaceae) {iizerinde aragtirma grubumuz tarafindan yiiriitillen fitokimyasal
arastirmalar gergevesinde, iilkemizde yabani olarak yetisen Galanthus tiirlerinden biri
olan Galanthus nivalis L. subsp. cilicicus (Baker) Gottlieb-Tannenhain bitkisi bu

aragtirmanin konusu olarak segilmistir.

Bu aragtirmada, Canakkale ~ili, Bayrami¢ ilgesi, '(;olapbasl Kiilliigedik
mevkiinden toplanan G. nivalis subsp. cilicicus  Ornekleri fizerinde anatomik
aragtirmalar, kalite kontrol galigmalar1 ve 6n biyolojik aktivite deneyi ile yonlendirilen
izolasyon ve yap1 tayini ¢ahgmalarmin  gergeklestirilmesi planlanmistir. Bu

kapsamda, bitkinin biyolojik olarak aktif oldugu saptanmus olan total alkaloit



* ekstresinin fraksiyonlandirilmast sonucu elde edilen ana fraksiyonlar arasinda aktif
oldugu saptananlarim, daha ileri saflagtirmaya tabi tutulmasi, saf halde elde edilebilen
bilesiklerin yapilarimin, modern spektroskopik y6ntemler kullanarak aydinlatilmasi

amaglanmstir.

II. GENEL BiLGILER

A. BITKIi HAKKINDA BOTANIK BILGILER

Galanthus nivalis L. subsp. cilicicus (Baker) Gottlieb-Tannenhain bitkisi, ¢ok
yillik soganli bir bitki olup, Amaryllidaceae familyas: tiyeleri arasinda yer almaktadir.
(24, 38, 65, 279, 287). Asagida amaci bitkinin cins ve tiir seviyesinde tanimina y&nelik
olarak verilen bilgiler, "Flora of Turkey and the East Aegean Islands" adli kaynaktan

higbir katkida bulunulmaksizin derlenmistir (38).

1. GALANTHUS L. GENUSU

Soganli, skapuslu ¢ok willik. Yapraklar tabanda, 2, linear veya oblanseoalat.
Skapus ¢igekli halde iken dik, meyva gelisim déneminde ise biikiilmiis. Cigekler tek,
beyaz ve egik. Spata bitisik 2 pargali. Hipantiyum ve korona bulunmaz. Periant
segmentleri serbest; digtaki 3 segment akuttan subobtusa kadar, spatulat veya
oblanseolatdan dar obovata kadar, dik-yayvan, kiigiik penge seklinde; icteki segmentler
distaki segmentlerin 1/2 sinden 2/3 iine kadar olan uzunlukta, dik, oblong, spatulat veya

oblanseolat, emarginat, kuneat, tepede veya bazen de her segmentin dis ylizeyinin



tabaminda yesil lekeli. Stamenler, periantin tabamnda, igteki segmentlerden daha kisa.
Filamentler anterlerden ¢ok daha kisa. Anterler bazifiks, sadece tepedeki pordan agilir.
Stilus ince, anterlerden uzun, stigma kapitat. Kapsiil elipsoid, subgloboz veya globoz, 3

gozlii. Tohumlar agik kahverengi, strofiyolatdir (38).
2. GALANTHUS NIVALIS L.

Sogan ovoidden subgloboza kadar, 1.5-2.2 (2.7) X 1-2 (-2.4) cm. Yapraklar linear,
tomurcukta diiz, antesisde 9-18 (-21) cm x 6-9 mm, olgunlukta 50 X 1 cm ye kadar,
tepede obtus, diiz, mumsu. Skapus 11-18 cm. Periantin dig segmentleri konveks,
eliptikden oblanseolat veya dar obovata kadar, 18-28 x (6-)8-10 mm, igteki segmentler
diiz, tepede genislememis, dar obovat, 7-11 X 5 mm, tepede yesil lekeli. Filamentler 1-2
mm, anterler 5 mm. Kapsiil subglobozdan globoza kadar 14 x 12-14mm. 2n = 24, 36.
Cigeklenme zamani Kasim- Nisan. Calilarla kapli yamaglarda, orman agikliklarinda, s.
L. egim 600 m.

1. Yapraklar antesisde 16-18 cm, tekrar kivnilmis ¢iceklenme zamam kasimdan
Marta (Nisan) kadar

subsp. cilicicus (Baker) Gottlieb-Tannenhain in Abh. Zool- bot. Ges. Wien 2
(4):33 (1904). Syn: G. cilicicus Baker in Gard. Chron. Ser 3,21: 214 (1897)!

Ic: Gard. Chron. Ser 3,23:79 (1898) ; Artius-henko, op. Cit 20, t. 5 (1974). Harita
55 2n=24,36.

Tip : Totenham (Ingiltere) TS. Ware tarafindan kiiltiiri yapilmis m kg/@l

calisilarak derlenmiglerdir. 7;1897 (holo. K!).



Gliney Anadolu C 2 (Yunanistan) 1s : Kastellorizo, Cap. Ag Stefanos, 10-20m,
Stamatiadau 16631. C5 Igel: Kagiraki, 560-600 m, Bakmiz 1895:10!nr Arslankdy,
1973, Clemie; 24 1 1975, ex hort. Barron!

Latakia, Liibnan Dogu Akdeniz (mt) elemani. Cografi olarak izole edilmistir,
fakat morfolojik olarak iyi tamimlanmamgtir. Stern tarafindan yorumlanan gigek
sapindan spataya kadar olan uzunlugun farkli o6zellikleri ve igteki segmentlerin
tepesindeki yesil lekelenin seklindeki farkhliklar dogrulanamamigtir. Canli materyalde
subsp. cilicicus’un yapraklari yogun mumsu iken, subsp. nivalis’in yapraklan ise
cogunlukla yesil tonlar i¢eren mumsu goriiniimdedir. Subsp. cilicicus’un gigeklenme
zamant normalde subsp. nivalis’in ¢igeklenme zamanindan 6nce olmasina ragmen, bu
stiregler oldukga ¢akisabilmektedir.

Tiirtin dagilimr: Avrupa, Fransa'dan Orta Rusya'ya ve giineyde Pireneler'e kadar
(38).

Tarafimizdan incelenen "Flora of Turkey and the East Aegean Islands" adli
kaynagin 8. cildinde, {ilkemizde yabani olarak yetismekte olan Galanthus tiirlerinin
sayisinin sekiz tane oldugu belirtilmistir. Bunlar, G. reginae-olgae Orph., G. plicatus
(Bieb.) subsp. byzantinus (Baker) D. A. Webb, G. elwesii Hook., G. gracilis Celak., G.
nivalis L. (subsp. nivalis ve subsp. cilicicus), G. rizehensis Stern., G. fosteri Baker, G.
ikariae Baker'dir (38). Ayn1 kaynakta, varliklan kesin olarak kanitlanamamus iki tiirden
G. caucasicus (Baker) Grossh. ve G. krasnovii A. Khokr.'den de bahsedilmektedir.

"Flora of Turkey and the East Aegean Islands" in 10. cildinde, G. caucasicus
(Baker) Grossh. tiiriine tekrar yer verilerek, diger tiirlere ilave edildigi belirtilmektedir
(37). Ayn1 kaynagin 11. cildinde ise Tiirkiye’de onii¢ tiir (ondort takson) bulundugu

belirtilmistir (68). Bu tiirlerin isimleri agagida verilmektedir.



1) G plica}us M. Bieb. {subsp. plicatus ve subsp. byzantinus}
2) G. elwesii Hook.

3) G. koenenianus Lobin.

4) G. alpinus Sosn.

5) G. fosteri Baker

6) G. krasnovii A.P. Khokhr.

7) G. woronowii Losinsk. {= G. ikariae subsp. latifolius Stern}
8) G. ikariae Baker

9) G. rizehensis Stern

10) G. gracilis Celak

11) G. nivalis L.

12) G. cilicicus Baker {= G. nivalis L. subsp. cilicicus (Baker) Gottl.- Tann.}

13) G. peshmenii A. P. Davis & C. D. Brickell

Diger bir kaynakta, Galanthus trojanus A. P. Davis & N. Ozhatay ismi ile
Tiirkiye'nin kuzey batisinda yeni bir tlirden bahsedilmektedir. Boylece 2001 yili
itibartyla Tirkiye'deki Galanthus tiiri sayist onddrt (onbes takson) olmaktadir.
S6zkonusu edilen bu ¢aligmada, anilan yeni tiir ile G. nivalis ve G. rizehensis tiirlerinin
morfolojik farkhliklarindan da bahsedilmektedir (64).

Bir kaynakta, Galanthus genusunun Avrupa ile Akdeniz’den Kafkasya'ya kadar
uzanan bolgede yaklagik yirmi tiirlinlin mevcut oldugu bildirilirken (279), bir diger
kaynakta da bu tiirlerden yedi tanesinin Tiirkiye'de genellikle stk olmayan ormanlik ve

¢aliliklarda bulundugu belirtilmektedir (24).



"Tiirkiye Kardelenleri (Galanthus L.) 1. " adli kaynakta (287), iilkemizde mevcut
Galanthus taksonlarinin sayist yirmi (ki bunlar yedi tiir ve bu tiirlere ait subsp. veya
varyeteler halinde ayrilmislardir) olarak bildirilirken, bu tiirlerin morfolojileri ve yaprak
anatomileri yamnda, bunlardan bazilan {zerinde gergeklestirilmis karyolojik
arastirmalann sonuglan ile tayin anahtan verilmektedir.

Bir bagka kaynakta, Galanthus genusunun yirmi tiirli (yirmibes takson)
bulundugu belirtilmekte ve aym kaynakta Galanthus tiirlerinin sistematik tayinlerinde
yararl olabilecek yapraga ait anatomik karakterler ayrintili olarak incelenmektedir.
Soézkonusu bu ¢aligmada, yaprak enine kesitinde epidermis, stoma, orta damar, palizat
hiicreleri, hava kanallar1 ve bulliform hiicreler (yaprak epidermisindeki biiyiik sigkin
hiicreler) ile yapragin ylizeyel kesitinde epidermis hiicrelerinin gekilleri iizerinde
odaklanmis kargtlastirmali g¢aligmalanin sonuglar1 da bulunmaktadir (66). Amlan
kaynakta yer verilen yirmi tiire, G. trojanus A. P. Davis & N. Ozhatay tiirii de eklendigi
zaman, Avrupa ve Asya'da yirmibir (yirmialti takson) Galanthus tiriiniin yayilis
gosterdigi sonucuna varilmaktadir.

Ele alinan farkli bir diger kaynakta, Galanthus genusunun morfolojisi, anatomisi,
sitolojisi, dollenmesi, ekolojisi, kiiltiirli, taksonomisi vé hibritleri ile ilgili ayrntih
bilgiler mevcuttur (65).

Tiirkiye'de yetisen Galanthus ikariae Baker ve Galanthus rizehensis Stern
bitkileri iizerine yapilmig bir diger arastirmada, morfolojik, anotomik ve fizyolojik
caligmalara yer verildigi gériilmiistiir (238).

Bunlara ilaveten, G. ikariae Baker ve G. rizehensis Stem (237) ve G. elwesii
Hooker (239) tiirlerinin polenlerinin 151k taramali ve gegirmeli elektron mikroskobu ile

morfolojik olarak incelendigi bazi ¢alismalar da mevcuttur.



Yunanistan'da yetigen dort Galanthus taksonu {Galanthus elwesii Hook. subsp.
elwesii, Galanthus elwesii Hook. subsp. minor D.A.Webb, G. nivalis L. subsp. nivalis,
G. nivalis L. subsp. reginae-olgae (Orph.) Gottl.-Tann.} &rnekleri iizerinde, kiiltiir ve
karyotip analiz ¢aligmalari yapildifina dair bir arastirma mevcuttur. Anilan kaynakta
Yunanistan'da Athos dag1 G. nivalis L.. subsp. nivalis tiirii igin tek lokalite olarak
gosterilmekte ve ayrica bu bitkinin Anadolu’da yetisen G. cilicicus Baker bitkisi ile
hem morfolojik, ve hem de sitolojik yonlerden benzer oldugundan bahsedilmektedir
(195).

Literatiir aragtirmalar sirasinda tarafimizdan saptanan bir diger bilgi, G. nivalis L.
ile G. plicatus subsp. byzantinus (Baker) D.A.Webb. arasindaki hibritlesme ile olusan
taksona G. xvalentinei nothosubsp. subplicatus ismi verilmis olmasidir (67). Bu
calismada yeni hibrid ile ebeveyn bitkiler arasindaki morfolojik farklar tartisilnustir.
Aym kaynakta Tiirkiye'de yetisen G. nivalis L. ve G. plicatus subsp. byzantinus
bitkilerinin morfolojileri hakkinda da bilgi verilmistir. G. xvalantinei igin ise yeni bir
hibrid tipin tamimlamas: yapilmigtir

1999 wilinda Meerow, akrabalik iliskilerinin saptanmasina yonelik plastid
RBCLve TRNL-F siralamglarinin kladistik analizine dayanarak Amaryllidaceae’nin
sistematigi hakkinda bir ¢aligma yapmugtir (182).

Incelenen diger bir kaynakta, G. elwesii Hook. tiiriiniin yiiksek miktarda, G.
ikariae Baker tiiriiniin ise daha az oranda ihra¢ edildigi bildirilmigtir. Anilan bu
aragtirma, tarla, bahge ve orman smlannda tiretiminin yapilmas1 amaciyla Cigek Sogam
Yetistiricileri Birligi ve Hollanda tarafindan desteklenmistir. Bu arastirmada elde edilen
sonuglar, Galanthus soganlanmn tek bir bliylime mevsimi sonunda toplanmasimn,

yeterli bir ticari iiretim igin uygun olmadigim ortaya koymustur (12). Dogadan toplanan
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veya kiiltiirii yapilan ¢igek soganlarmmin ihracimin kisitlanmasi Gnerisine de yer

verilmistir (75).
B. KALITE KONTROL VE MIKTAR TAYINi CALISMALARI
1. KALITE KONTROL ARASTIRMALARI

Bu calismanin konusunu olusturan ve Galanthus nivalis L. subsp. cilicicus
(Baker) Gottlieb-Tannenhain bitkisinden hazirlanan Herba ve Bulbus Galanthi droglary,
halen higbir farmakopede yer almamaktadir. Literatiirde Galanthus tiirlerinden
hazirlanmis olan droglarin kalite kontroluna yonelik nem, total kiil, siilfat kiilii
standartlar1 ile teshis ve saflik kontrollarma yonelik kromatografik deneylere ait
aragtirmalara rastlanmamustir. B

Tiirkiye'de endemik olarak yetisen bazi Galanthus tiirleri {izerinde Anabilim
Dalimizda bir proje kapsaminda baglatilmig olan aragtirmalarda, bu bitkiler iizerinde
fitokimyasal ¢alismalar yamsira, kalite kontrol aragtirmalar da gergeklestirilmigtir. Bu
cercevede, Galanthus genusu iizerinde nem, total kiil ve siilfat kiilii miktar tayinini de
igeren kalite kontrol galismalari, galiyma grubumuz tarafindan 1997 yilinda baglatilms
(74), ve gunumuze dek diger muhtelif Galanthus tirleri “ﬁ.zctarinde yapilan benzer
aragtirmalarla devam etmistir (61, 84). Sézkonusu kalite kontrol bulgu ve sonuglarin,

ileride bu bitkilerden hazirlanacak droglar hakkinda yazilacak olan monografilere esas

olugturacaklari diigtiniilmiistiir.
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2. ALKALOIT MIKTAR TAYINI CALISMALARI

Galanthus genusu bitkilerinin 6zellikle alkaloitleri iizerinde yapilmis miktar
tayinleri, bir ¢ok arastirmaya konu olmustur. Bu ¢ergevede yapilmis ilk aragtirmanin
sonuglarimi igeren bilimsel yayin Areshkina tarafindan 1940 yihinda yapilmistir.
Sozkonusu yayinda Galanthus woronowii tiirtinden hazirlanmig bazi 6mekler {izerinde
total alkaloit miktar tayini ¢aligmasi yapilmig ve bitkinin soganlarinda % 1.03 ve
yapraklarinda % 0.60 oraninda total alkaloit bulundugu saptanmistir. Aym yaymnda bu
bitkide yiiksek oranda seker, nigasta ve hemiseliiloz bulundugu da belirtilmigtir (11).

Degisik Galanthus tiirleri lizerinde gliniimiize kadar total alkaloit ile galanthamine
ve lycorine miktar tayini igin yapilmis ¢aligmalar, literatiirden saptanarak izleme
kolayli1 agisindan tarafimizdan iki tablo halinde asagida verilmistir. Tablo 1 de (Sayfa
13) total alkaloit, galanthamine ve lycorine'in bitkideki bulunusuna yonelik kantitatif
calismalarda  (spektrofotometrik, kromatokolorimetrik, yiiksek basinghh svi
kromatografisi gibi) elde edilmis olan degerler yer almaktadir. Tablo 2 de ise (Sayfa
14), izolasyon ¢aligmalarn sirasinda elde edilen total alkaloit ile galanthamine ve
lycorine miktarlarina yer verilmistir.

Galanthus tiirleri disinda, Amaryllidaceae familyasimin bagka genuslarna ait
tiirlerde yapilmig galanthamine ve lycorine miktar tayini ¢aligmalar1 da mevcuttur (9,
22, 42,77, 82, 95, 97, 124, 146, 186, 202, 218, 219, 232, 233, 234, 242, 244, 249, 269,
282, 284). Bunlar disinda ¢esitli preparat, tablet, safra, idrar, serum ve plazma iizerinde
de gergeklestirilen galanthamine ve lycorine miktar tayini ¢aligmalari da bulunmugtur

(54,140, 143, 150, 247, 268, 270, 285, 290).
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Galanthus tirleri iizerinde tabloda yer verdiimiz ¢ahigmalar diginda  farkh
alkaloitler igin yapilmig miktar tayini cahgmalarina da rastlanmstir (55, 142, 272, 273,
288).

Bunlar diginda Galanthus genusu bitkilerinde son yillarda superkritik sivilarla
ckstraksiyon ve HPLC gibi gesitli yontemlerle yapilmug fenolik asit ekstraksiyon ve

miktar tayini ¢caligmalan da vardir (70, 255, 259).
3. ALKALOITLERIN TESHISLERI ICIN ARASTIRMALAR

Galanthus tiirlerinin alkaloitleri tizerinde fitokimyasal agidan yapilan bir difer
grup ¢aligma, bu tiirlere ait ¢esitli alkaloitlerin kromotografik olarak veya renk

reaksiyonlan ile belirlenmelerine yonelik aragtirmalardir (96, 272, 273, 288)

4. ALKALOIT URETIMINE AIT ARASTIRMALAR

Tarafimizdan incelenen kaynaklarda tespit ettifimiz diger bir grup ¢alisma da,
galanthamine'nin farkli Galanthus tiirlerinden {retimine ait arastirmalardir (14, 52, 197)
Ayrica  Galanthus tlirlerinin morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerinin, bitkinin kisa
dayamkh olmasim, alkaloitlerinin ve aynca galanthamine'nin tbbi  etki
mekanizmasimn tam$1ldxg1 bir derleme tiirli yaymn (217) ile galanthamine'nin farkh
bitkisel kaynaklar ve aynca farkh Galanthus tiirlerinde bulunuglarum inceleyen bir

baska derleme tiirii yayin da (57) meveuttur.
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C. BIYOLOJIK AKTIVITE ESLIiGINDE iZOLASYON VE YAPI
AYDINLATMA CALISMALARI

Amaryllidaceae alkaloitleri, adindan da anlasilacagy gibi, bu familyaya 6zel
alkaloitlerdir. Ulkemizde sekiz genusu ve bu genuslara dahil yaklasik otuz tiirii bulunan
(37, 38) Amaryllidaceae familyas: diinyada seksenbes genus ve yine yaklagik binyiiz tiir
ile temsil edilmektedir (279). Bu familyaya ait gesitli tiirlerde ikiyiiz civarinda
Amaryllidaceae alkaloidi saptanmustir (116).

Biyojenetik olarak norbelladine’nin fenolik baglarla ¢esitli sekillerde baglanmas:
sonucu olusan Amaryllidaceae alkaloitleri (57) bu familya i¢in 6zgiin olmalan,
biyojenezleri ve biyolojik aktiviteleri ile dikkat gekicidirler. Bu alkaloitler hakkinda
derleme seklinde yapilmig ve ikincil kaynak degeri tagiyan birgok yayin vardir. Ornegin
"The Alkaloids, Chemistry and Pharmacology" ad: altinda yayinlanmakta olan bir seri
kitabin 2. (56), 6. (278), 11. (277), 15. (90), 30. (177) ve 51. (116) ciltlerinde,
Amaryllidaceae  alkaloitleri hakkinda derlemeler bulunmaktadir. Sézkonusu
derlemelerden 1998 yilinda yaymlanmug olan 51. ciltte (116), Amaryllidaceae

alkaloitleri yedi ana baglik altinda gruplandiriimaktadiriar.

1) Lycorine tip alkaloitler

2) Crinine tip alkaloitler

3) Narciclasine tip alkaloitler
4) Galanthamine tip alkaloitler
5) Tazettine tip alkaloitler

6) Lycorenine tip alkaloitler
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7 Montanine tip alkaloitler

Bu kaynakta, sozkonusu yedi alt grup disinda, Sceletium (Aizoaceae)
alkaloitlerinden olan ve bazi Amaryllidaceae familyas: bitkilerinde bulunmus olan
mesembrine tip alkaloitler de farkli bir grup olarak yer almaktadir. Amaryllidaceae ve
Sceletium alkaloitlerinin ortak biyojenetik oOnciil bilesige sahip olmalarina karsin,
biyosentezlerinin temelinin farkli olduguna iliskin literatiir de, yine bu kaynakta
vurgulanmaktadir. Ayrica yine ayni kaynakta, "Digerleri" adi1 altinda pallidiflorine,
obesine, augustamine, phenanthridine, 4-aryltetrahydroisoquinoline ve joubertamine
adindaki alkaloitler de konu edilmektedir.

Son yillarda Amaryllidaceae alkaloitlerine iki yeni alkaloit alt grubu daha ilave
edilmigtir. Plicamine ve graciline olarak isimlendirilen bu alt gruba ait muhtelif
alkaloitler, Galanthus tiirlerinden izole edilmislerdir (190, 260, 262).

S6z konusu olan toplam dokuz alt gruba ait temel halka yapilan ve Galanthus

tiirlerinde bulunan 6rnekleri Tablo 3 de gosterilmektedir.

I. Crinine Tip
(5,10b-
Ethanophenantridine)

Ornek: Vittatine
R=0H

I1. Galanthamine Tip
(Dibenzofurane)

Omek: Galanthamine
R'=H
R>=H
R’=OH




II1. Lycorenine Tip
(2-Benzopyrano[3,4g]indole)

Ornek: Hippeastrine
R'=R>=H
R’=R*=0

R’= OH

IV. Lycorine Tip
(4,5- Ethanophenanthridine)

Ornek: Lycorine
R'= R’=OCH,0
R’=R*=0H

R’= R®=¢ifte bag

V. Montanine Tip
(Methanomorphanthridine)

Ornek: Montanine
R= OCH3

VI. Narciclasine Tip
(Phenanthridone)

Ornek: Narciclasine
R=0OH

VII. Tazettine Tip
(2- Benzopyrano[3,4c]indole)

Ornek: Tazettine
R!'= OCH;
R=H

VIII. Graciline Tip
(10b,4a-
ethanoiminodibenzo[3,4-

d]pyrane)
(2-benzopyrano[3,4-d]indole)

Ornek: Graciline
R=H

17
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OCH;
IX. Plicamine Tip A
5-(4-hydroxyphenethyl- J R
[1,3-dioxolo[4,5-g]indolo[3,3a- N7
clisoquinolin-6,12-dion <0 ﬁ__k
"//H 0
Omek: Plicamine o N
R= CH3 e}
OH

Tablo 3. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Dokuz Ana Alt Grubu

Amaryllidaceae alkaloitleri konusunda degerli bir diger literatiir derleme serisi de
onii¢ cilt halinde yayinlanmis olan "The Alkaloids Specialist Periodical Reports" ile
baslayip, 1984 yilindan bu yana ise "Natural Product Reports" ismi ile devam eden
periyodik seridir (100-103, 125, 156-167).

Ayrica bu alkaloitlerin biyojenezlerini (57, 63) ve farmakolojik aktivitelerini (29,
57, 92, 201, 235) konu alan ikincil kaynak degerindeki diger derleme tiirii yayinlar da
mevcuttur.

Galanthus genusu bitkileri &zellikle alkaloit igerikleri agisindan pek c¢ok
aragtirmaya konu olmustur. Galanthus tiirlerini fitokimyasal agidan inceleyen ve bu tiir
iizerine yapilmus ilk yayimn olmasi dolayisiyla dikkat ¢eken bir aragtirma, 1940 yilinda
Areshkina tarafindan yapilmistir. Bu yaymda G. woronowii tiirli tizerinde total alkaloit
miktar tayini ¢aligmas1 yapilmug, bitkinin toprakaltinda % 1.03, toprakiistiinde ise %
0.60 oraminda alkaloit oldugu saptanmistir. Aym yayinda, bitkide yiiksek oranda seker,
nigasta ve hemiseliiloz bulundugu da belirtilmektedir (11).

Galanthus genusu lizerinde ilk izolasyon ¢aligmasi, 1947 de Proskurnina ve

Areshkina tarafindan yapilmigtir. G. woronowii’nin kurutulmus ve toz edilmis soganlan
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lizerinde gergeklestirilen bu g¢aligmada, galanthine ve galanthidine isimli iki yeni
alkaloit izole edildigi bildirilmistir. Bu alkaloitlerden galanthidine, bugiin lycorine adi
ile bilinmektedir (229).

Ikincil kaynak degeri tagtyan "The Alkaloids Chemistry and Pharmacology" adli
seri kitapta Amaryllidaceae alkaloitleri, belirli araliklarla ve farkli kisiler tarafindan
derlenmislerdir. Ad1 gegen kaynakta Galanthus tiirlerinin yer aldif1 ¢aligmalar genel
olarak incelenmis ve bir tablo halinde (Tablo 4) sunulmustur. Ancak bu tablonun
hazirlanmas: esnasinda tarafimizdan saptanmig olan bazi hususlarn belirtilmesinde
yarar goriilmektedir:

1) Galanthus Woronowii A. Los. admdaki tiir, "Flora USSR" da isminin bu
yazilis1 ve belirtilen otdr adryla yer almaktadir (147). Ancak Wildman'in 1960 yilinda
yaymlanan derlemesinde, G. woronowii dogru sekilde yazilmis, ancak ot6ér adi olarak
Losinsk kullamilmistir (278). Wildman'm 1968 yilinda ve Fuganti'nin 1975 yilinda
yaymnladigi derlemelerde ise G. woronovii Losinsk. olarak belirtilmistir (90, 277).
Wildman'in bu ikinci derlemesinde, makalenin ashini gérmedigi, sadece abstraktindan
yararlandif1 anlagilmaktadir. Bu abstraktda bitki ad1 dogru olarak yazilmis, ancak otor
adi ise belirtilmemistir. O halde Wildman, otdr ismini ilave etmis, ayrica bitkinin
isminde bir harf hatas1 yapmstir.

Bu arastirmada s6zkonusu tiir, G. woronowii A. Los. olarak yer almaktadir.

2) Wildman’in 1960 yihinda yaymnlanan derlemesinde (278), G. nivalis L. adh

tiirde varhif1 belirtilen nivaline, galanthamine adli alkaloidin sinonimidir.

3) Wildman’in 1968 yilinda yaymnlanan derlemesinde (277), G. nivali B
gracilis L. isimli bir Galanthus tiiriine yer verilmigtir. Bu isim abstraktda

alimmustir.
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4) Ayni derlemede (277), G. nivalis L. bitkisinde varlig1 belirtilen haemanthidine
alkaloidinin adi yanhg olarak yazilmig, primer literatiir (34) incelendiginde dogrusunun
haemanthamine olmasi gerektigi saptanmustir.

5) Yine Wildman'in 1968 yilinda yaymladifi derlemede (277), G. woronowii
bitkisinde galanthamine, galanthine ve tazettine adli alkaloidlerin bulunduklan
belirtilmis ve Yakovieva'nin 1963 yilinda yayinlamig oldugu bir makale (283) kaynak
olarak gosterilmistir. Bu makale tarafimizdan incelenmis ve arastirmada sadece
galanthine ve tazettine adli alkaloitlerin konu edildigi gortilmiistiir (283). Buna karsilik
lycorine ve galanthamine'in, ayn: aragtirmacinin daha 6nce 1952 yilinda Proskurnina ile
birlikte yaptiklari bir yaymnda (203) konu edildigi goriilmektedir. Wildman'm konu
ettigi yayin (283), aslinda 1952 deki aragtirmanin devamu niteligindedir. Wildman'n bu
iki yaymin sonuglarini, daha sonraki yayinda birlestirdigi goriilmektedir.

6) Fuganti’nin 1975 yilinda yaymnladig1 derlemede G. caucasicus Baker tlirlinden
bahsedilmektedir (90). Ancak yazarin yararlandifini belirttigi her ti¢ abstraktda da otdr
adi1 belirtilmemigtir. "Flora URSS" e gore bu ismin dogrusu Galanthus caucasicus
(Baker) Grossh. olmalidir (141). Ayrica yazar bu bitki i¢in G. mivalis h. seklinde bir
sinonimden bahsetmektedir. Bu bilginin nereden kaynaklandii hususu tarafimizdan
degerlendirilememistir. "Flora URSS" de bu bitki i¢in sinonim olarak G. nivalis var.
caucasicus Baker ad1 bildirilmektedir.

7) Aymt derlemede (90) G. krasnovii Khokhr. adli bir tiire de yer verilmistir.
"Flora of Turkey and the East Aegean Islands" adli kaynakta bu bitki i¢in G. krasnovii
A. Khokhr. adi kullamlmustir (38) .

8) Yine bu derlemede (90), yazarin primer kaynaga (13) dayanarak G. krasnovii

Khokhr. tiiriinde lycorine varligimm saptandifi rapor ettigi goriilmektedir. Bu primer
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kaynak tarafimizdan goriilmemistir. Ancak bu kaynagin "Chemical Abstracts” da yer
alan Ozetinde  lycorine adi hi¢ gegmemekte, buna karsin galanthamine'den
bahsedilmektedir. Durumun primer literatiir bulunup incelenmesiyle aydmlhiga
kavusturulmasi uygun olacaktir.

9) 1987 yilinda Martin tarafindan yapilan derlemede, Galanthus tiirlerindeki
galanthamine varlifl, bazi Amaryllidaceae bitkilerinde galanthamine igerigi ile ilgili
olarak yapilmis muhtelif ¢aliymalardan yararlanmak suretiyle rapor edilmistir (177).
Derlemeyi yapan yazarin inceledigi primer kaynaklarda (50, 51, 96, 144) &zetle G.
woronowii, G. nivalis, G. nivalis subsp. angustifolius, G. elwesii ve G. nivalis var.
gracilis adli bitki isimlerine rastlanirken, derlemede galanthamine kaynagi olarak G.
woronowii, G. nivalis (angustifolius), G. elwesii, G. nivalis var. gracilis tiirlerine yer
verilmektedir.

10) 1998 yilinda Hoshino tarafindan yaymnlanan derlemede (116), Galanthus
elwesii'de bulunan alkaloitler arasinda bulunan ve primer literatiirde de (153) 9-O-

demethylgalwesine olarak belirtilen alkaloit hatali olarak 9-O-demethylgalwesie

seklinde yazilmugtir.
Bitki ad1* Alkaloit Ad1 Literatiir No

G. caucasicus Baker Base mp 214 ° 90

(G. nivalis h.) Demethylhomolycorine 920
Galanthamine 90
Galanthine 90
Galanthusine 90
Lycorine 90
Tazettine 99

G. elwesii Hook. f. N-Demethylgalanthamine 116

(G elwesii) 9-O-Demethylgalwasine 116
9-0-Demethylhomolycorine 116
Elwesine 277
Flexinine 277
Galanthamine 116,177,277,278
Galanthine 116
Galasine 116




Galwesine 116
Haemanthidine 278
16-Hydoxy-9-O-demethylgalwesine 116
16-Hydroxygalwesine 116
11-Hydoxyvittatine 116
_ Leucotamine 116

Lycorine 116,277,278
5-Methoxy-9-0-
demethylhomolycorine 116
Narwedine 116
Sanguinine 116
Tazettine 277,278

G. krasnovii Khokhr. Lycorine 90
Criwelline 277
Galanthamine 90,277
Haemanthamine 277
Hippeastrine 90,277
Lycorine 90,277,278
Magnarcine 277
Masosine 277
Nartazine 277
Narwedine 90,277
Nivalidine 90
Nivaline 278
Tazettine 90,277,278

G. nivalis (angustifolius) | Galanthamine 177

G. nivalis var. gracilis L. | Galanthamine 177,277

(G. nivalis var. gracilis )

G. woronowii Losinsk Total alkaloit 56

(G. woronowii) Galanthamidine 278

(G. woronovii Losinsk.) Galanthamine 90,177,277,278
Galanthidine 90
Galanthine 90,277,278
Lycorine 278
Tazettine 277

*Bitki isimleri literatiirde belirtildigi sekli ile aynen alinmugtir
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Tablo 4. "The Alkaloids"e Gore Alkaloitleri A¢isindan Aragtinlmis Galanthus Tiirleri
ve Bunlarda Varligz Saptanmig Amaryllidaceae Alkaloitleri

Yine degerli bir ikincil kaynak olan "Dictionary of Alkaloids" adh kitap
kaynaktan (228) yararlanmak suretiyle, alkaloit igerigi aragtirilmis Galanthus tiirleri ve
bu tiirlerden izole edilen alkaloitleri gésteren bir tablo hazirlanmistir (Tablo 5). Bu

kaynakta G. woronowii bitkisine ait bilgiler, iki farkli ve her ikisi de hatali olan isim
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altinda verilmigtir. Ancak agagida sunulan tabloda isimler, kaynaktaki yaziliglarina

sadik kalinarak aynen muhafaza edilmislerdir.

Bitki Adi Alkaloit Adx
Galanthus caucasicus Alkaloit, A-00293
Galanthusine
Galanthus elwesii Elwesine; (-)-form
Galanthus nivalis Criwelline; (+)-form
Magnarcine
Masonine
Nartazine
Narwedine; (+)-form
Nivalidine
Galanthus voronovii Galanthamidine
Galanthamine; (-)-form
Galanthus voronvii Galanthine

Tablo 5. "Dictionary of Alkaloids" Adli Kaynaga Gore Alkaloitleri
Ag¢isindan Arastinlous Galanthus Tirleri ve Bunlarda Varhigt Saptanmig
Olan Amaryllidaceae Alkaloitleri

Bu konuda bir bagka tablo da (Tablo 6), “Chemical Abstracts” taramalari
sonucunda elde edilen abstraktlar ve bunlardan hareketle ulasilabilen primer kaynaklara
dayanilarak hazirlanmigtir. Bu tabloda izolasyon ve yap: aydinlatma agisindan incelenen
Galanthus tirleri, bu tiirlerden elde edilen alkaloitler ve bu alkaloitlerin dahil oldugu alt

gruplar belirtilmigtir.
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Bu derlemede yer alan bitkiler tiir seviyesinde ele alinmuglardir. Aym tiir ad:
altinda, bu tiirlere ait alt tiirler ile bunlarin sinonimlerine de yer verilmistir. Bu tabloda
ad1 gegcen Galanthus tiirlerinin, alt tiir ve sinonimleri asagidaki tabloda belirtilmektedir

(Tablo 7).

Tiirlerin Isimleri Alt Tiirler ve Sinonim Isimler

G. caucasicus (Baker) Grossh. | G. caucasicus
G. caucasicus (Bak.) Grossh.

G. elwesii Hooker fil. G. elwesii Hook. var elwesii
G. elwesii Hook.f
G. elwesii Hook.

G. ikariae Baker G. ikariae ssp. lalifolius Stern
G. krasnovii A. Khokr. G. krasnovi
G. nivalis L G. nivalis

G. nivalis L subsp. angustifolius (G. Koss.) Artjushenko
G. nivalis L var. gracilis (Celak)

G. nivalis var. gracilis (Celak)

G. nivalis var. gracilis

G.s nivalis L. ssp. nivalis

G. plicatus Bieb. G. plicatus Bieb. subsp. byzantinus (Baker) D. A. Webb
G. plicatus M.B.
G. plicatus ssp. byzantinus

G. woronowii A.Los. G. woronowii
G. woronowi
G. woronovi

Tablo 7. Tablo 6 da Adi Gegen Galanthus Tiirlerinin, Alt Tiir ve Sinonimleri

Ayrica, Tablo 7 de Galanthus ikariae Baker ad1 altinda incelenen Galanthus
ikariae ssp. latifolius Stern, "Flora of Turkey and the East Aegean Islands” adli
kaynakta Galanthus platyphyllus Traub & Moldenke bitkisinin sinonimi olarak

gosterilmektedir (38).
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Tabloda yer verilen demethylhomolycorine’in 9- veya 10-O-demethyl
homolycorine oldugu birincil kaynakta belirtilmedigi igin ayrica bildirilmistir.

Cesitli Galantﬁus tiirlerinden izole edilmis, Ry degerleri veya bazi fiziksel ya da
spektral ozellikleri belirlendigi halde yapilar kesinlikle aydinlatilamamis bazi
alkaloitleri rapor eden aragtirmalar da vardir (13, 34, 40, 129, 131, 155, 203, 206, 252,

257,258,272, 273, 288, 289).

Bunlara ilaveten, izole edildikleri ¢aligmalarda yapilar belirlenememis alkaloitler
icin, daha sonra yapilarinin aydinlatilmasi i¢in gerceklestirilmis olan gesitli ¢aligmalara

da rastlanmugtir (139, 204, 205).

Galanthus tirleri, alkaloitleri disinda, karbonhidratlar1 (109, 196), flavonoidleri
(114, 254, 255), yag asitleri (148) ve pigmentleri (243) y&niinden de aragtirilmiglardur.
Galanthus tiirleri tizerinde 1980 yilindan itibaren cesitli doku kiiltiirii ¢aligmalar
yapilmustir (94, 187, 218). Ayrica son yillarda Galanthus tirlerinin lektinleri izerine
ok sayida aragtirmanin yapilmasi da, bu konunun dnemine dikkat ¢ekmektedir (69, 72,

73, 83, 85-88, 93, 113, 128, 151, 173, 211, 223, 245, 263-265, 280).



GEREC VE YONTEMLER

I. BOTANIK ARASTIRMALAR

A. MATERYAL

Mikroskobik incelemelerde kullamilacak materyali olusturmak icin gereken
Galanthus nivalis L. subsp. cilicicus (Baker) Gottlieb-Tannenhain bitkisi 6rnekleri,
7.3.1999 ve 24.3.1999 tarihlerinde bitkiler ¢icekli durumdayken, ve 7.5.1999 tarihinde
bitki meyvali halde iken Canakkale ilinin Bayramig ilgesinin Kus¢ayir1 Kyii, Colapbasi
ve Kiilliigedik mevkiinden toplanmustir, Bitkisinin dogadaki goriiniigiine ait bir resime,
bitki hakkinda bir fikir verici olmas1 amaciyla, agagida yer verilmistir (Resim 1).

Calismamiza konu olan bitkinin herbaryum &mekleri, Ege Universitesi,
Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali Herbaryum’unda 1233, 1234 ve 1240
numaralar1 altinda sakli tutulmaktadir. Resim 2 ve Resim 3 de herbaryum 6rneklerine

ait fotograflar gériilmektedir.



Resim 1. G. mivalis L. subsp. cilicicus (Baker) Gottlieb-Tannenhain Bitkisinin

Dogadaki Goriiniisii

Bitkilerin aym yerlerde yetisen gesitli fertlerinden kok, sogan, govde, yaprak,
cigek ile meyva ve tohumlara ait gesitli 6rnekleri igeren alkol materyali, 70° lik etanol
kullanilarak hazirlanmigtir.

Bitki materyali oncelikle toprakiistii ve toprakalti kisimlari olmak iizere
birbirinden ayrilmustir. Her iki grup da temizlendikten sonra ufak pargalara boliinerek

agik havada, gélgede ve oda sicakliginda kurutularak drog érnekleri hazirlanmustir.
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Resim 2. G. nivalis subsp. cilicicus Bitkisini
Cigekli Herbaryum Omegi

Resim 3. G. nivalis subsp. cilicicus

Bitkisinin Meyvali Herbaryum
Ornegi
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Temizleme islemi, gozle goriilebilen biitlin organik ve anorganik yabanci maddeler
yamsira, bitkiye ait olan kurumug, lekelenmis veya bozulmus biitiin kisimlann elle
ayiklanmasi suretiyle gergeklestirilmigtir.

Bitkinin farkli vejetasyon doénemlerinde toplanarak kurutulmus toprakalti ve
toprakiistii kisimlarina degisik kodlar verilmistir. 7.3.1999 ve 24.3.1999 tarihinde
toplanmis olan ¢igekli haldeki bitkiden hazirlanan Herba Galanthi 6rneklerine Icy, yine
bu tarihte toplanmis olan bitkiden hazirlanan Bulbus Galanthi émeklerine Icg kodlan
verilmigtir, 7.5.1999 tarihinde toplanan meyvali haldeki bitkiden hazu‘lénan Herba
Galanthi 6rneklerine Ivy, yine bu tarihte toplanmus olan bitkiden hazirlanmig olan

Bulbus Galanthi 6érneklerine ise Iyg kodlart verilmisgtir.

B. DENEYLER

Toz materyalin mikroskobik olarak incelenmesi igin gerekli olan calisma
materyeli, safsizliklarindan kurtarilan bitki 6rneklerinden alinan bir miktar bitkisel
materyalin, bir tun¢ havanda mekanik olarak orta incelikte toz haline getirilmesi
suretiyle hazirlanmgtir.

Anatomik  c¢aligmalarda, yukarida bahsedilen alkol materyalinden
yararlanilmigtir. Alkol materyalinde bulunan ve bitkinin k6k, sogan, gévde, yaprak,
¢icek ile meyva ve tohumlarna ait gesitli 6rneklerden enine kesitler alinmigtir. Bu
kesitler Sartur ve Kloralhidrat reaktifleri (60) i¢inde hazirlanan mikroskobik inceleme
preparatlan halinde, Carl Zeiss Jena marka aragtirma mikroskobunda, anatomik yapilar

acisindan karsilagtirmal olarak incelenmigtir.
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Bu incelemeler swrasinda, bitkilerin kdk, sogan govde, yaprak, cigek ile meyva
ve tohumlarina ait sabit ve karakteristik 6zellikler, Carl Zeiss Jena mikrofotografi cihazi

kullamlarak saptanmugtir.

II. KALITE KONTROL VE MIiKTAR TAYINi ARASTIRMALARI

A. MATERYAL

Kalite kontrol g¢aligmalan igin gerekli ¢alisma materyalini olusturdugumuz
Galanthus nivalis L. subsp. cilicicus (Baker) Gottlieb-Tannenhain bitkisi,
vejetasyonunun iki farkli devresine ait 6mekleri de igerebilecek sekilde 7.3.1999 ve
24.3.1999 tarihlerinde bitki gi¢ekli halde iken, 7.5.1999 tarihinde ise bitki meyval halde
iken, Canakkale ilinin Bayrami¢ ilgesinin Kusgayinn kéyii, Colapbast ve Kiilliigedik
mevkilerinden toprakalt: ve toprakiistii kisimlari halinde toplanmugstir. Bitkinin genel bir
goriiniisii Resim 1 de (Sayfa 29) yer almaktadar.

Toplama sirasinda herbaryum 6mmekleri de hazirlanmigtir (Resim 2 ve Resim 3,
Sayfa 30). Hebaryum &rnekleri Prof. Dr. M. Ali ONUR tarafindan tayin edilmis olup,
Ege Universitesi Eczaciik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali Herbaryumunda
1233, 1234 ile 1240 numaralarn altinda saklanmaktadir.

Bulbus Galanthi 6rneklerini hazirlanmak igin taze bitkinin toprakiistii
kisimlarindan dikkatle ayrnlan toprak alti kisimlar, gézle goriilebilen organik veya
anorganik biitlin yabanci maddelerden ayiklanarak temizlendikten sonra, dogranarak
orta irilikte parcalar haline getirilip, agik havada, golgede ve oda 1smda kurutulmustur.
Bitki ¢igekli halde iken olusturulan Bulbus Galanthi érnegine Icp, meyval: haldeyken

olusturulan &rnege ise Iyp kodlan verilmistir.
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Herba Galanthi 6meklerini hazirlamak i¢in ise, taze bitkinin toprak alti
kistmlarindan dikkatle ayrilan toprakiistii kisimlar, aylklamp temizlendikten sonra orta
incelikte kiyilip, agik havada, gélgede ve oda 1sinda kurutulmustur. Cigekli haldeki
bitkilerden olusturulan Herba Galanthi 6megine Icy, meyvah haldeki bitkilerden
olusturulan &rnege ise Iyy kodlar1 verilmigtir.

Bunlann diginda toprakalti ve toprakiistii kisimlan ayrilmadan kesilip, kurutulan
cicekli ve meyvali déneme ait kisimlar kanstirilarak bir karnisim drog 6rnegi de (Ix)
hazirlanmustir.

Kurutulan tiim 6rnekler, deneylerde kullamilmadan &nce Anabilim Dalimizda
bulunan Retsch GmbH SK 1 marka elektrikli degirmende ince toz (elek ¢api 1mm)
haline getirilmistir.

Arastirmalarmmiz sirasinda I T.K., spektrofotometre ve yiiksek basmgli sivi
kromotografisi ile yaptigimiz ¢aligmalarda kullandifimiz galanthamine ve lycorine
referans bilesikleri, Anabilim Dahmizda Galanthus elwesii Hook. bitkisi tizerinde
evvelce yapilmig olan bir aragtirmada (I53) saf halde elde edilmis olup, yapilar
spektral yontemlerle (1D ve 2D NMR, UV, IR ve MS) kamitlanmistir. Bu bilegikler
desikatorde fosfor(V)oksit lizerinde sabit agirhia gelinceye kadar kurutulduktan sonra

kullamlmustir. Bu bilesiklerin spektral bulgulari Anabilim Dalimizda mevcuttur.
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B. YONTEMLER

1. NEM MIiKTAR TAYINi

Deney sartlarinda Onceden sabit agirlifa getirilen cam nem miktar kabi
igerisine 1 g civarinda tam olarak tartilan drog, 100-105° C lik etiivde yaklagik bir saat
slire ile tutulur. Etiivden ¢ikartildiktan sonra, desikatérde sogutularak tartilir. Isitma,
sofutma ve tartma iglemlerine, son iki tartim arasinda 0.5 mg dan fazla fark olmayacak
sekilde sabit vezne gelinceye kadar devam edilir ve buradan drogun ylizde nem miktar

hesaplamr.

2. TOTAL KUL MIKTAR TAYINI

1 g civarinda drog, deney sartlarinda énceden 600° C Lk firmda kizdirilarak
sabit agirliga getirilmis olan porselen krdze igerisine tam olarak tartilir. Once 105° C ik
bir etiivde bir saat tutulur. Daha sonra firn sicaklig 600° + 25° C lik firmna konulur ve
drog yaklasik bir saat siire ile yakilir. Bu siire sonunda kréze desikatére almp sogutulur
ve tartilir. Yakma, sogutma ve tartma islemlerine, kiilii iceren krézenin agirhginda son
iki tartim arasinda 0.5 mg dan fazla fark olmayacak sekilde sabit vezne gelinceye kadar

devam edilir. Buradan drogun igerdigi kiil miktan yiizde olarak hesaplanir.
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3. SULFAT KULU MIKTAR TAYINi

Deney sartlarinda dnceden sabit afirliga getirilen bir porselen kréze igine 1 g
civarinda drog tam olarak tartilir. Uzerine yaklagik 1-2 ml % 10 luk sulu siilfiirik asit
¢6zeltisinden damla damla konulur, nce su banyosunda, sonra tablali 1siticida 1sitilir.
Bu iglemlerden sonra 600° C a kadar isitilmig bir yakma finminda yaklagik bir saat
civarinda bir siireyle yakilir. Desikatérde sogutulur. Daha sonra iizerine seyreltik
stilfirik asit ve ardindan amonyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilir ve aym iglem
tekrarlanir. Yakma, sogutma ve tartma islemlerine, siilfat kiilii iceren kréze sabit vezne

gelinceye kadar devam edilir. Buradan drogun siilfat kiilii miktar1 hesaplanir.

4. DROGLARIN INCE TABAKA KROMATOGRAFISI (I.T.K.) iLE

SAFLIK VE KALITE KONTROLU

a. Total Alkaloit Ekstresinin Hazirlanisi

100-105° C lik etiivde sabit vezne getirilen drog rmekleri tam olarak tartilir. Bir
perkalatorde 24 saat % 96 lik etanol ile masere edilir. Daha sonra yine % 96 lik etanol
ile genel alkaloit belirtegleri olan Dragendorff ve Mayer reaktifleri (77) ile reaksiyon
vermeyinceye kadar ekstre edilir. Etanollii ekstre algak basingta kuruluga kadar
distillendikten sonra, porsiyonlar halinde %1 lik sulu hidroklorik asit igerisinde

¢oziindiiriiliip stiziiliir. Bu isleme asitli siiziintd Dragendorff ve Mayer reaktifleg} ile

reaksiyon vermeyinceye kadar devam edilir. Birlestirilen asitli ¢6zeltiler, §
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yapilan 6n ekstraksiyon islemi, teshis ve izolasyon ¢alismalarinda yapilmayabilir).
Asitli ¢6zeltiler daha sonra % 25 lik amonyum hidroksit ilavesiyle kalevilendirilir ve
kloroform ile tiiketilir. Sonuncu ekstraksiyondan sonra kloroformlu fazdan bir miktar
aliur. Susuz sodyum ile suyundan kurtarilip, stiziiliir. Kloroform distillenir. % 1 lik
hidroklorik asit iginde ¢6ziindiiriilen bakiyede, Mayer ve Dragendorff reaktifleri ile
alkaloit varlign kontrol edilir. Alkaloit kalmamis .ise, ekstraksiyon iglemi sonlandirilir.
Birlestirilen kloroformlu kisimlar, susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtanhr. Algak
basing altinda kuruluga kadar distillenir. Bu sekilde total alkaloit ekstresi elde edilmis

olur.

b. Ornek ve Standart Cozeltilerinin Hazirlams

Bitkinin gesitli kisimlarina ait drog 6rmeklerinden yukarida anlatildign gibi elde
edilen total alkaloit ekstrelerinin kloroform-metanol (8:2) iginde belirli
konsantrasyondaki ¢6zeltileri hazirlanir. Standart olarak kullamilacak alkaloitlere ait

cozeltiler de, benzer bir sekilde uygun konsantrasyonlarda hazirlanir.

¢. Kontrol Calismalan

Bitkinin gegitli kisimlarina ait drog 6meklerinden elde edilen total alkaloit
ekstreleri ile standartlara ait ¢6zeltiler hazir kromatografi plagina uygulanir.
Kromatografi plag: ekstre ve standart maddeler i¢in 6n deneylerle saptanmis uygun bir

¢oziicli sisteminde siiriiklenir. Plak kromatografi tankindan ¢ikartildiktan sonra, 254 ve
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366 nm dalga boylarindaki UV g1k altinda degerlendirilir, fotografi gekilir. Daha sonra

plaga Dragendorff reaktifi piiskiirtiilerek tekrar incelenir ve yine fotografi §ekilir.

5. TOTAL ALKALOIT MIKTAR TAYINi

Bitkinin gesitli kisimlarna ait drog &meklerinden "Droglarin  Ince Tabaka
Kromatografisi ( .T.K.) ile Saflik ve Kalite Kontrolii" béliimiinde anlatildig1 gibi elde
edilen total alkaloit ekstreleri, lizerlerine belirli miktarda ayarh siilflirik asit ¢6zeltisi
ilave edilip, sicak su banyosunda ara sira ¢alkalanarak ¢oziindiiriiliir. Uzerine birkag
damla metil kirmizis1 karigim reaktif ¢ézeltisinden (71) ilave edilir. Asidin fazlasi, yine
ayarli sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile titre edilir. Reaktifin rengi kirmizi-viyoleden yesile
dondiigii an isleme son verilir. Daha sonra gerekli hesap yapilarak, total alkaloit miktar

tayin edilir.

6. DROGUN IiCERDIGi CESITLi ALKALOITLER ICIN YAPILAN

MIKTAR TAYINI CALISMALARI

a. Alkaloitler Igin I.T.K. Yontemiyle Yapilan On Arastirmalar

Bitkinin gesitli kisimlarna ait drog &meklerinden "Droglarin Ince Tabaka
Kromatografisi ( 1.T.K.) ile Saflik ve Kalite Kontrolii" béliimiinde anlatildif gibi elde
edilen total alkaloit ekstrelerinin ve standart alkaloitlerin ¢6zeltileri hazirlanir.

Hazirlanan  total alkaloit ekstreleri ¢ozeltileri, uygun adsorban tabakasi

kalinhigindaki silika jel kromatografi plagina bant seklinde tatbik edilir. Bandin
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kenarlarina 1 cm mesafede nokta geklinde standart alkaloit ¢ozeltileri uygulanir. Daha
sonra plak 6nceden saptanmis olan ¢6ziicii sisteminde develope edilir.

Plak tanktan ¢ikartilip kurutulduktan sonra, 254 ve 366 nm dalga boylarindaki
UV 151k altinda incelenip, fotograflarn gekilir. Daha sonra plak tizerindeki standart
alkaloit lekesine karsilik gelen bant kazinir. Belirli miktarda kloroform-metanol (8:2)
kanigimi ile eliie edilir. Organik ¢6ziiclinlin vakum altinda kuruluga kadar
distillenmesiyle kalan bakiye metanol igerisinde ¢6zlindiirtilerek bir balon jojede belirli
bir hacme tamamlanir. Daha sonra spektrofotometrede UV spektrumu ¢ekilir. Spektrum,
standart maddeye ait spektrum ile karsilagtirnilir. Uyumlu bir spektrum elde edilemedigi
takdirde, alkaloidin tek olarak izole edilemedigi diisiiniiliir. Bu durumda deney yeni bir
plak kullamlarak tekrar edilir. Gerekirse bu islem daha fazla sayida plak iizerinde de
uygulanir. Kazman bantlar birlestirilir. Boylece alkaloidi gézle veya fotografla teshis
etmek daha kolay olur.

Uyumlu bir spektrum elde edildigi takdirde, sézkonusu alkaloidin drogdaki
varlig1 kamtlanmig olur. Daha sonra miktar tayini ¢aligmalarina gegilir.

254 ve 366 nm dalga boylarindaki UV 151k altinda inceleme sonucunda bir leke
goriilemedigi ve ¢ekilen spektrum uyumlu ¢ikmadigi takdirde, aranan alkaloidin

incelenen drog 6rneginde tespit edilebilir miktarlarda bulunmadig: tayin edilmis olur.

b. I.T.K. ile Kombine Edilmis Spektrometrik Miktar Tayini

(1) Miktan Tayin Edilecek Alkaloit ile Standart Serinin Hazirlanmas: ve Olgii
Egrisinin Cizilmesi

Kurutucu olarak fosfor(V)oksit i¢eren bir desikatérde, sabit vezne gelinceye

kadar tutulan alkaloidin metanol i¢inde belirli konsantrasyondaki bir g¢ozeltisi
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hazirlamir. Bu ¢&zeltiden, spektrofotometrede okunabilen absorpsiyon degerleri
agisindan en uygun miktarlar olarak saptanan porsiyonlarin her biri, uygun adsorban
tabaka kalmhindaki ayn bir hazir kromatografi plagmma, bir Hamilton enjektori
yardimiyla bantlar halinde tatbik edilir. Plaklar, 6n arastirmalarda kullamilan ¢6ziicii
sisteminde yiikseltilir. 254 ve 366 nm dalga boylarindaki UV 1s1k altinda alkaloide ait
bantlarin yerleri belirlenip kazinir. Kazinan bantlar, belirli miktarda kloroform-metanol
(8:2) kanigimi ile eliie edilir. Organik ¢6ziiclintin kuruluga kadar distillenmesiyle elde
edilen bakiyeler metanol igerisinde ¢éziindiiriiliir ve balon jojele;de metanol ile belirli
bir hacme tamamlanir. Ayn1 sartlarda bir de bos deneme ¢6zeltisi hazirlanir. Hazirlanan
serinin absorpsiyonlar;, 1 cm kalinhigindaki kiivetlerde, UV spektrofotometrede o
alkaloitin maksimum absorbans gosterdigi saptanmig olan dalga boyunda, bos deneme
¢Ozeltisine karsi Slgiiliir. Elde edilen absorbans degerleri yardimiyla bir 6lgii egrisi

cizilir,

(2) Drog Uzerinde Alkaloit Miktar Tayini Calismasmn Uygulanmasi

Bitkinin ¢esitli kistmlarma ait drog 6rneklerinden "Droglarin ince Tabaka
Kromatografisi ( 1.T.K.) ile Saflik ve Kalite Kontrolii" b6liimiinde anlatildigz gibi elde
edilen total alkaloit ekstreleri, kloroform-metanol (8:2) ¢oziicii sistemi iginde
¢oziindiiriilerek, uygun miktarlara tamamlanir. Bu ¢6zeltinin uygun konsantrasyonu, 0.5
cm kalmhgindaki preparatif . T.K. plag: iizerine, bir bant halinde tatbik edilir. Bandin
kenarina standart alkaloit ¢ozeltisi de uygulamir. Plak, standart egrinin hazirlandig
¢oziicii sisteminde develope edilir. Tanktan ¢ikartihp kurutulduktan sonra 254 ve 366
nm dalga boylarindaki UV 1s1k altinda incelenir. Ekstredeki alkaloit bandinin yeri,

standart ile karsilagtirmak suretiyle belirlenip kazinir. Kazinan bant, kloroform-metanol
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(8:2) kangimiyla eliie edilir. Organik ¢6ziicli kuruluga kadar distillendikten sonra,
bakiye metanol igerisinde ¢6ztindiiriiliir ve bir balon jojede belli miktara yine metanol
ile tamamlanir. Aym sartlarda bir de bos deneme ¢o6zeltisi hazirlanir. Hazirlanan
¢Ozeltinin absorpsiyonu, belirli bir dalga boyunda bos deneme ¢6zeltisine kars: okunur.
Okunan absorbans degeri 6nceden hazirlanmig olan 6lgii egrisine yerlegtirilir. Verilen
absorbans degerlerine karsilik gelen konsantrasyon bulunup, alkaloit miktar1 kuru

materyal agirhg i¢in yiizde gram (% g) olarak hesaplanir.

c. Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi (HPLC) Ile Miktar Tayini

Bitkinin ¢esitli kistmlarina ait drog omeklerinden "Droglarin Ince Tabaka
Kromatografisi ( . T.K.) ile Saflik ve Kalite Kontrolii" bsliimiinde anlatildig: gibi elde
edilen  total alkaloit ekstrelerinin kloroform-metanol (8:2) igerisinde belirli
konsantrasyondaki ¢dzeltileri hazirlanir. Standart olarak kullamlacak olan alkaloite ait
¢ozelti de aym sekilde uygun konsantrasyonda hazirlamir, Cozeltiler Schleicher&

Schuell (589 1 Black ribon ashless) filtre kagidindan siiziiliir.

(1) Standart Alkaloide Ait Olgii Egrisinin Hazirlanmast

Standart alkaloit ¢ozeltisinden seyreltmek suretiyle farkli konsantrasyonlarda
¢Ozeltiler hazirlamr, Bu ¢ozeltilerin her birinden uygun miktarlar Hamilton enjektér ile
uygulanarak, belirli dalga boyunda o alkaloide ait sinyalin alan degeri 6lgiiliir.

Uygulanan miktarlara kars1 okunan alani g6steren bir 6l¢ii egrisi hazirlanir.



41

Istege bagl olarak eksternal veya internal standart kullamilabilir. Miktar tayini
icin hazirlanan total alkaloit ekstre ¢ézeltileri uygulamalari da Hamilton enjektor
yardimiyla yapilir. Alkaloit ile aym sartlarda yapilan uygulama sonucunda okunan alan
degerlerine karsilik gelen miktar, egriden yararlanarak hesaplanir. Bu miktar tayininin

sonuglari, kuru drog tizerinden % mg olarak hesaplanir.

C. DENEYLER

1. NEM MIKTAR TAYINI

Onceden deney sartlarinda sabit vezne getirilen cam tartim kabinda 1 g
civarinda drog &mnegi tam olarak tartildi. 100-105° C lik etiivde bir saat siire ile
wsitildiktan sonra desikatSre alindi. 30 Dakika sogutulup tartildi. Isitma, sogutma ve
tartma islemlerine son iki tartim arasinda 0.5 mg dan fazla fark olmayacak sekilde, sabit

vezne gelinceye kadar devam edildi ve buradan drogun ylizde nem miktan hesaplandi.

2. TOTAL KUL MIKTAR TAYINi

1 g Civaninda drog, deney sartlarinda dnceden sabit agirhiga getirilen porselen
kréze i¢inde tam olarak tartildi. Drog igeren lq'ﬁze, once bir saat siire ile 105° C Lk
etiivde tutuldu; daha sonra 600° C a kadar 1sitilmug olan Heraeus marka yakma firminda
bir saat siireyle yakildi. Desikatére alindiktan sonra 30 dakika sogutulup, tartildi.
Ornekte homojen olarak bir beyazlasma gorillmedigi icin krézenin 30 dakika

sogutulmasinin ardindan 1 ml distile su ilave edilerek nemli hale getirildi. Tablal
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1siticida 6rnek tamamen kuruyana kadar tutuldu. Yakma, sogutma ve tartma iglemlerine
siyah partikiiller kalmaymncaya ve drog igeren krézenin agirlifinda ardarda iki tartim
arasinda 0.5 mg dan fazla fark kalmayincaya kadar devam edildi. Buradan 6megin

igerdigi total kiil miktar1 yiizde olarak hesaplandi.

3. SULFAT KULU MIiKTAR TAYINi

Deney sartlarinda 6nceden sabit agirliga getirilen bir porselen kréze iginde 1 g
civarinda drog tam olarak tartildi. Uzerine 2 ml % 10 luk siilfiirik asit ¢ozeltisinden
damla damla konulduktan sonra dnce su banyosunda, ardindan tablali 1siticida 1sitilds
ve en son olarak 1s1s1 600° C 1 gegmeyen Heracus marka yakma firininda 1 saat siireyle
yakildi. Desikatérde 30 dakika sogutulduktan sonra birkag damla % 10 luk siilflirik asit
ilavesiyle yukarnida bahsedilen sekilde tekrar 1sitild1 ve yakildi. Desikatérde 30 dakika
sogumasim takiben % 15.8 lik amonyum karbonat ¢ézeltisinden birkag damla
damlatilarak aym sekilde isitihp yakildi. Desikatérde sogutulduktan sonra tartildi.
Yakma iglemine bir saatlik siirelerle, drog igeren kréze sabit vezne gelinceye kadar
devam edildi. Buradan drogun igerdigi siilfat kiilii miktarn1 bulundu; bu deger daha sonra

ylizde olarak hesaplandi.

4. ALKALOITLERIN i.T.K.ILE TESHIS VE KALITE KONTROLU

Orta incelikte toz haline getirilmis olan yaklasik 250 g materyal, bir

perkolatérde yaklagik 7.5 L % 96 lik etanol ile 24 saat maserasyona birakildi. Daha

sonra % 96 ik etanol ile tiiketme sivist Dragendorff ve Mayer belirteglerine olumlu
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yamt vermeyinceye kadar oda sicaklifinda perkole edildi. Etanollii ¢dzelti algak basing
altinda kuruluga kadar distillendikten sonra elde edilen bakiye, 650 ml % 1 lik sulu
hidroklorik asit ¢ézeltisinde ¢oziindiiriildii. Coziinmeyen kisimlar siizgeg kagidindan
stiziilerek aynldi. Bu isleme % 1 lik sulu hidroklorik asit ¢ozeltisi kiigiik miktarlar
halinde ilave edilip, siiziiliip, siiziinti Dragendorff ile Mayer belirteglerine karsi
olumsuz yamt verinceye kadar devam edildi. Elde edilen asitli ¢6zeltiler birlestirilip,
yaklagik 70 ml % 25 lik amonyum hidroksit ¢6zeltisi kullanmak suretiyle pH ile 9-10
oluncaya kadar baziklestirildi. Sulu alkali ¢Ozelti yine Dragendorff ve Mayer
belirteglerine karsi olumlu yanit vermeyinceye kadar kloroformla (6X300 ml) tiiketildi.
Elde edilen kloroformlu kisimlar birlestirildi. Susuz sodyum siilfat iizerinde suyundan
kurtanildiktan sonra  siiziildii ve kloroform algak basing altinda kuruluga kadar

distillendi.

a. Ornek Cozeltilerin Hazirlamsi

Yukarida anlatildig iizere hazirlanan total alkaloit ekstreleri kloroform-metanol
(8:2) kansiminda ¢éziindiiriilerek, 10 mg/ml konsantrasyonda ¢6zeltileri hazirland.

Bu total alkaloit ekstresi hazirlama iglemi, I ¢g (gigekli toprak altr), I cy (¢igekli
toprak iistii), Iys (meyvali toprak alt1), Iyy (meyvali toprak iistli) ve Ix (bitkinin her iki
vejetasyon ddnemini ve biitiin kisimlanmi kapsayan) kodlu o&rnekler i¢in ayn ayn
gerceklestirildi.

Ayrica galanthamine ve lycorine adh alkaloitlerin referans ¢ézeltileri, asagida
belirtilen sekilde hazirlanda.

Referans ¢ozeltisi 1: 5 mg galanthamine bir balon jojede 5 ml kloroform-

metanol (8:2) igerisinde ¢6ziindiiriildii. Bu ¢dzeltiye Rg kodu verildi.



Referans ¢ozeltisi 2 : S mg lycorine bir balon jojede 5 ml kloroform-metanol

(8:2) igerisinde ¢oziindiiriildii. Bu ¢ozeltiye Ry, kodu verildi.

b. Deneyin Yapilis1

0.25 mm kalinliginda 20X20 cm boyutlarindaki Kiselgel 60 F 254 (Merck) hazir
kromatografi plagna, Ics, Icu, Ims, Imu, Ik kodlu 6rnek ¢ozeltilerinin herbirinden alinan
500 pl miktardaki ¢ozeltiler, 1.5 cm uzunlugunda ayrn ayr bantlgr seklinde uygulandi.
Ilk 6rnege ait bandin sol tarafina 1 cm ara birakmak suretiyle 500 pl lik referans
¢6zeltisi Rg, en son ornege ait bandin sag tarafina yine 1 cm mesafe birakilarak 500 ul
lik referans ¢ozeltisi Ry, 1.5 cm uzunlugunda bantlar seklinde uygulandi. Kromatografi
plagi, benzen-kloroform-metanol-% 25 NH,OH (8:9:3:2 damla) ¢oziicli sisteminde,
starttan itibaren 17 cm yiikselecek sekilde develope edildi.

Plak tanktan ¢ikartilip kurutulduktan sonra, 254 ve 366 nm dalga boylarindaki
UV 151k altinda degerlendirilip, fotograflar: ¢ekildi (Resim 4, Resim 5) (Sayfa 115,
Sayfa 116). Plak Dragendorff reaktifi piskiirtiildikten sonra, tekrar incelenip,

fotograflar gekildi (Resim 6) (Sayfal16).

5. TOTAL ALKALOIT MIKTAR TAYINi

a. Total Alkaloit Ekstresinin Hazirlamsi

ince toz edilmis ve 100-105° C lik bir etiivde sabit agirhiga gelinceye kadar

kurutulmus olan drog 6rnegi, 6 g civarinda tam olarak tartildi. Bir perkolatorde 100 ml
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% 96 lik etanol ile 24 saat maserasyona birakildi. Siire bitiminde, drog tizerinden toplam
300 ml alkol gececek sekilde perkolasyona tabi tutuldu. Titketme iglemine, tiikketme
stvist Mayer ve Dragendorff olumlu yamt vermeyinceye kadar devam edildi. Etanoliin
algak basing altinda distillenmesiyle elde edilen bakiye 50 ml lik porsiyonlar halinde %
1 lik hidroklorik asit ¢&zeltisi igerisinde ¢6zlindiiriiliip, sliztildii. Céziinmeyen kisimlar,
% 1 lik hidroklorik asit ¢dzeltisinin kiigiik porsiyonlariyla yikandi. Yikama iglemine,
asitli slizlinti Mayer ve Dragendorff reaktiflerine olumlu yamit vermeyinceye kadar
devam edildi. Bu islemde toplam 250 ml %! lik hidroklorik asit kullanildi. Birlestirilen
asitli ¢ozeltiler 100 ml lik porsiyonlar halinde ii¢ defa petrol eteri (35-60°) ile ekstre
edildi. Petrol eterli kisimlar ayrildi. Sulu asitli ¢bzelti tizerine 10-11 ml % 25 lik
amonyum hidroksit ¢ozeltisi ilave edildi ve pH 9-10 civarina getirildi. Daha sonra
kloroform ile (6X100 ml) tiiketildi. Sonuncu ekstraksiyon sirasinda kloroformlu fazdan
bir miktar alindi. Susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtanlip, siiziildii. Kloroform
distillenerek uzaklastirildi. Bakiye bir miktar % 1 lik hidroklorik asit ¢zeltisinde
¢oziindiiriildii. Mayer ve Dragendorff belirtegleri ile alkaloit bulunup bulunmadi
kontrol edildi. Alkaloitlerin tamamen tiiketildiklerine karar verdikten sonra birlestirilen
kloroformlu kisimlar, susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtanilip stiziildii. Kloroform

alcak basing altinda kuruluga kadar distillendi.

b. Total Alkaloit Miktar Tayini Uygulamasi

Yukarida anlatildig: sekilde elde edilen total alkaloit ekstresi {izerine, 20 ml 0.02

N ayarli siilflirik asit ¢ozeltisi konuldu. Sicak su banyosunda (50-60° C), ara sira

calkalayarak ekstrenin tamamen ¢6ziinmesi saglandi. Sonra {izerine metil kirmizist
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kanisim reaktif ¢ozeltisi ilave edildi. Asit fazlass 0.02 N ayarh sodyum hidroksit

¢Ozeltisi ile, endikat8riin rengi kirmizi-viyoleden yesile ddniinceye kadar titre edildi.
¢. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmas: ve Ayarlanmasi
(1) 0.1 N Siilfiirik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi
1000 ml lik balon jojeye bir miktar kaynatilmis sogutulmus distile su konuldu.
Uzerine biiret yardimiyla 2.8 ml % 95-98 lik derisik siilfiirik asit (Merck) ilave edildi.
Daha sonra kaynatilmug sofutulmug distile suile 1000 ml ye seyreltildi.

(2) 0.02 N Siilfirik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi

Hazirlanmus olan 0.1 N siilfiirik asit ¢6zeltisinin biiretten Slgiilerek alinan 200 ml
si, 1000 ml lik bir balon jojeye alindi. Kaynatilnmis sogutulmus distile su ile 1000 ml ye

tarnamlandi.
(3) 0.02 N Siilfiirik Asit Cézeltisinin Ayarlanmast

100-105° C hk etiivde kuruluga kadar isitilip sabit vezne getirilmis susuz
sodyum karbonattan (Merck) 30 mg civarinda tam tartim alindi ve 30 ml kaynatilmg
sogutulmug distile su iginde ¢bziindiirtildt, Uzerine 0.1 ml metil oranj reaktif gozel !

(71) ilave edildi ve ayarh 0.02 N silfiirik asit ¢ozeltisi ile titre edildi. Ekival
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noktasina ulasan ¢dzelti dikkatle 1sitilarak, ortamdaki karbondioksit uzaklagtirildi. Sonra

kirmizi-sar renk tekrar ortaya ¢ikincaya kadar titrasyona siiratle devam edildi.

(4) 0.1 N Sodyum Hidroksit Cézeltisinin Hazirlanmas:

Yaklasik 4.2 g sodyum hidroksit (Riedel-de Héen) tartildi. 100 ml lik bir balon
joje iginde, birkag ml kaynatilmis sofutulmus distile su ile siiratle yikanarak
karbonatindan kurtarildiktan sonra, kaynatilmig sogutulmus distile suda ¢6ziindiriiliip,

yine su ile 1000 ml ye tamamlandi.

(5) 0.02 N Sodyum Hidroksit C6zeltisinin Hazirlanmasi

Yukarida anlatildign sekilde hazirlanmig olan 0.1 N sodyum hidroksit
¢ozeltisinin - 200 ml si, biiretten Olgiilerek 100 ml lik bir balon jojeye alindi ve

kaynatiimig sogutulmusg distile su ile 1000 ml ye tamamlands.

(6) 0.02 N Sodyum Hidroksit Cézeltisinin Ayarlanmasi

Ayarli 0.02 N siilfiirik asit ¢6zeltisinin 25 ml si, biiretten 6lgiilerek bir
erlenmayere alindi. Uzerine 3 damla metil kirmizis1 karigim reaktif ¢6zeltisi damlatilda.
Olusan kirmizi-viyole renk, yesile déniinceye kadar 0.02 N sodyum hidroksit ¢ézeltisi

ile titre edildi.



48

6. LYCORINE VE GALANTHAMINE'IN MiKTAR TAYINi

a. Lycorine ve Galanthamine i¢in I.T.K. Yontemiyle On Arastirmalar

(1) Lycorine igin Yapilan Kontrol Caligmalan

"Total Alkaloit Miktar Tayini" béliimiinde anlatilan sekilde elde edilen total
alkaloit ekstresi 6rnegi, 2 ml kloroform-metanol (8:2) igerisinde ¢6ziindiiriildii. Bu
sekilde dort tane total alkaloit ekstre ¢ozeltisi 6rnegi hazirlandi.

Hazirlanan bu dért ayri 6rnek 6rnek, Py, P,, P3, P4 kodlart verilen dort adet 0.5
mm tabaka kalinligindaki Kieselgel 60 F,s4 (Merck) kromatografi plagina, bir Hamilton
enjektdr yardimiyla 2000 pl hacminde ve 10 cm uzunlugunda bant halinde olmak {izere
ayn ayr tatbik edildi. Herbir plakta bandin kenarlarina 1 cm mesafede olmak tizere, 20
ul lycorine referans ¢ozeltisi (R.) yine Hamilton enjektdrle 1 cm uzunlugunda bant
seklinde tatbik edildi. Plaklar starttan itibaren 17 cm ylikselecek sekilde siklohekzan-
kloroform-metanol-dietilamin (12:5:1:2) ¢6ziicii sisteminde develope edildi.

P, kodlu plak, tanktan ¢ikartilip kurutulduktan sonra, 254 nm ve 366 nm dalga
boylarindaki UV 151k altinda incelenip, fotografi ¢ekildi (Resim 7, Resim 8) (Sayfa
121).

Ardindan Ry ye karsilik gelen bandin yeri belirlendi. Plaktan kazinarak alinan
bant 100 ml kloroform-metanol (8:2) ¢6ziicii sistemi ile elie edildi. Coziicliniin
kuruluga kadar distillenmesiyle elde edilen bakiye, 3 ml metanolde ¢dziindiiriildii.
Shimadzu UV-160 spektrofotometresinde 1 cm kalinhgmndaki kiivet i¢inde UV

spektrumu gekildi (Sekil 2) (Sayfa 120).
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Benzer bir sekilde, P, P3, P4kodlu plaklarda lycorine'e karsilik gelen bantlarin
yeri belirlendi. Bu plaklardan kazmarak alinan bantlar, 100 er ml kloroform-metanol
(8:2) ¢oziicti sistemi kullanarak ayri ayn eliie edildi. Organik ¢oziicii kuruluga kadar
uguruldu. Daha sonra plaklarin bakiyeleri yine kloroform-metanol (8:2) ¢6ziicii sistemi
ile ¢Oziindiriilerek bir flakonda birlestirildi. Flakon igerigi, 0.5 mm tabaka
kalinh@mdaki Kieselgel 60 Fas4 (Merck) kromatografi plagina 10 cm uzunlugunda bir
bant halinde tatbik edildi. Bu bandin her iki kenarina 1 cm mesafe birakilmak suretiyle
lycorine referans ¢dzeltisi (Ry), 1 cm uzunlugunda bant seklinde tatbik edildi. Plak
(kloroform-metanol-su) (17:3:2) ¢oziicii sisteminin alt fazinda, starttan itibaren 17 cm
yiikselecek sekilde develope edildi. Tanktan ¢ikartildiktan sonra kurutulan plak, 254 nm
ve 366 nm dalga boylarindaki UV 151k altinda incelenip, fotograflar1 ¢ekildi (Resim 9,
Resim 10) (Sayfa 122, Sayfa 123)

Daha sonra lycorine'e karsilik gelen bant belirlenip, kazindi ve 100 ml
kloroform-metanol (8:2) kangimu ile eliie edildi. Organik ¢6ziiclintin kuruluga kadar
distillenmesiyle elde edilen bakiye, 3 ml metanolde ¢ézlindiiriildii ve Shimadzu UV-160
spektrofotometresinde 1 cm kalinligindaki kiivet igerisinde UV spektrumu ¢ekildi (Sekil

3) (Sayfa 122).

(2) Galanthamine icin Yapilan Kontrol Calismalan

"Total Alkaloit Miktar Tayini" béliimiinde anlatilan sekilde elde edilen total

alkaloit ekstresi, 2 ml kloroform-metanol (8:2) i¢erisinde ¢oziindiiriildii. Bu gekilde dort

tane total alkaloit ekstre ¢ozeltisi 6rnegi hazirlandi.
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Hazirlanan total alkaloit ekstre ¢ozelti Omeklerinin 2000 pl si, Hamilton
enjektdrii ile Ps, Pg, P;, Pg kodlar1 verilen dort adet 0.5 mm tabaka kalmhigindaki
Kieselgel 60 F,s4 (Merck) kromatografi plagina, 10 cm uzunlugunda bant halinde ayn
ayn tatbik edildi. Bandin her iki kenarindan 1 cm mesafeye, 20 pl galanthamine
referans ¢6zeltisi (Rg) 1 cm uzunlugunda bant seklinde tatbik edildi. Plaklar starttan
itibaren 17 cm yiikselecek sekilde siklohekzan-kloroform-dietilamin (7:2:1) ¢dziicii
sisteminde develope edildi.

Tanktan g¢ikartilip kurutulan Ps kodlu plak, 254 nm ve 366 nm dalga
boylarindaki UV 1gik altinda incelendikten sonra fotografi ¢ekildi (Resim 11, Resim 12)
(Sayfa 124, Sayfa 125). Ardindan referansla kargilagtirmak suretiyle yeri belirlenen
galanthamine bandi kazinarak alindi ve 100 ml kloroform-metanol (8:2) ile eliie edildi.
Organik ¢6ziicii kuruluga kadar ucuruldu. Bakiye 3 ml metanolde g¢6ziindiiriildil.
Shimadzu UV-160 spektrofotometresinde 1 cm kalinhgindaki kiivetlerde UV
spektrumu alindi (Sekil 5) (Sayfa 124).

Daha sonra Pg, P7, Pg kodlu plaklarda, galanthamine'e kargilik gelen bantlann
yeri belirlenip, kazindi. Kazinan bantlar 100 er ml kloroform-metano! (8:2) ile eliie
edildi. Organik ¢6ziicli kuruluga kadar distillendi. Daha sonra plaklann bakiyeleri yine
kloroform-metanol (8:2) de ¢oziindiiriilerek bir flakonda birlestirildi. Flakon igerigi, 0.5
mm tabaka kalinhfindaki Kieselgel 60 Fas4 (Merck) plaga 10 cm uzunlugunda bant
seklinde tatbik edildi. Bandin her iki kenarina 1 cm mesafe birakilarak galanthamine

referans ¢dzeltisi (Rg), 1 cm uzunlugunda bant seklinde tatbik edildi. Plak, kloroform-

develope edildi. Dahan sonra, 254 nm ve 366 nm dalga boylarindaki UV 151k

incelenip, fotograflan gekildi (Resim 13, Resim 14) (Sayfa 126, Sayfa 127).
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Daha sonra referans galanthamine bandinin R; ine yakin konumda bulunan iki
bant ayrnt ayn kazindi ve 100 ml kloroform-metanol (8:2) kanigimui ile eliie edildi.
Organik ¢oziiciilerin distillenmesiyle elde edilen bakiyeler 3 ml metanol iginde
¢oziindiiriildii; Shimadzu UV-160 spektrofotometresinde 1 cm kalinligindaki kiivetlerde

UV spektrumlan ¢ekildi (Sekil 6, Sekil 7) (Sayfa 125, Sayfa 126).

b. L.T.K ile Kombine Edilmis Spektrofotometrik Teshis ve Miktar Tayini
(1) Lycorine Miktar Tayini
(a) Lycorine ile Standart Serinin Hazirlanmas: ve Olgii Egrisinin Cizimi

Kurutucu olarak fosfor(V)oksit igeren bir desikatdrde, sabit vezne gelinceye
kadar tutulan lycorine'nin metanol iginde % 0.1 lik (5 ml de 5 mg) ¢6zeltisi hazirlandi.
Bu ¢ozeltiden, spektrofotometrede okunabilen absorpsiyon degerleri agisindan en
uygun miictarlar olduklart saptanan 80, 120, 160, 200, 250, 270 ve 300 ul lik
porsiyonlarin her biri, ayr1 ayn olmak tizere, 0.5 mm adsorban tabakasi kalinlifindaki
bir LT.K Kieselgel 60 Fasq (Merck) hazir plak iizerine, 10 cm uzunlugunda bantlar
halinde tatbik edildi. Plaklar, starttan itibaren 17 cm olacak sekilde siklohekzan-
kloroform-metanol-dietilamin (12:5:1:2) ¢&ziicii sisteminde yiikseltildi. 365 nm dalga
boyundaki UV 1s1k altinda yerleri belirlenen lycorine bantlann kazindi ve 100 er ml
kloroform-metanol (8:2) kangimu ile eliie edildi. Organik ¢6ziiciiniin kuruluga kadar
distillenmesiyle elde edilen bakiyeler metanolde Qﬁzﬁndiirﬁldﬁkten sonra, ¢ozelti

hacimleri balon jojelerde metanolle 10 m! ye tamamlandi. Aym sartlarda bir de bos



52

deneme ¢dzeltisi hazirlandi. Hazirlanan serinin absorpsiyonlari, 1 ¢cm kalinhigindaki
kiivetlerde, Shimadzu UV 160 A spektrofotometresinde 292 nm dalga boyunda, bos
deneme ¢ozeltisine kars1 6lgiildii. Elde edilen absorbans degerleri yardimiyla lycorine
i¢in bir 6l¢ii egrisi ¢izildi (Tek agamalr) (Sekil 8) (Sayfa 128).

Daha sonra kantitatif ¢aligilarak absorbansi dlgiilen ¢é6zeltilerin herbiri tekrar
balonlara alindi. Organik ¢oziiciiler kurulua kadar distillendikten sonra, bakiyeler
kloroform-metanol (8:2) kansimmm 10 ml sinde ¢6ziindiiriilerek flakonlara aktanldi.
Flakon igindeki ¢ozeltilerin heribiri, ayr1 bir 0.5 mm tabaka kalinhifinda ve 20X20 cm
boyutunda Kieselgel 60 Fasq (Merck) 1.T K. pla izerine, 10 cm uzunlugundaki bantlar
halinde tatbik edildi. Plaklar, starttan itibaren 17 cm olacak sekilde, kloroform-metanol-
su (17:3:2) (alt faz) ¢oziicii sisteminde yiikseltildi. Lycorine bantlarimin yeri, 366 nm
dalga boyundaki UV 1sik altinda belirlendi. Kazinan bantlar 100 er ml kloroform-
metanol (8:2) kansimu ile eliie edildi. Organik ¢6ziiciiler kuruluga kadar distillendikten
sonra, bakiyeler metanol igerisinde ¢6ziindiiriildi ve 10 ml lik balon jojelerde
metanolle 10 ml ye tamamlandi. Aym sartlarda bir de bos deneme ¢dzeltisi hazirlanda.

Hazirlanan serinin absorbsiyonlari, 1 cm kalinhgindaki kiivetlerde, Shimadzu
UV 160 A spektrofotometresinde 292 nm dalga boyunda bos deneme ¢ozeltisine karsi
6lgiildii. Elde edilen absorbans degerleri yardimiyla lycorine igin bir 6lgii egrisi ¢izildi

(ki agamalr) (Sekil 9) (Sayfa 131).

(b) Herba ve Bulbus Galanthi’de Lycorine Miktar Tayininin Uygulanmasi

"Total Alkaloit Miktar Tayini" béliimiinde anlatilan sekilde elde edilen total
alkaloit ekstresi 6rnegi, kloroform-metanol (8:2) iginde ¢6ziindiiriilerek, 2.5 ml ye

tamamlandi. Bu ¢&zeltinin uygun konsantrasyonu olarak saptanan 1000 ul si, 0.5 mm
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kalinliginda 20X20 c¢m boyutunda Kieselgel 60 F 554 (Merck) 1.T.K. plag: fizerine, 10
cm uzunlugunda bir bant halinde tatbik edildi. Bandin 1 cm sagina ve 1 cm soluna 1 cm
uzunlugunda bir bant halinde 20 pl referans ¢ozeltisi 2 (R;) tatbik edildi. Plak,
siklohekzan- kloroform-metanol-dietilamin (12:5:1:2) ¢6ziicii sisteminde, yine starttan
itibaren 17 cm olacak sekilde develope edildi. Lycorine bandimin yeri, 366 nm dalga
boyundaki UV 1sik altinda lycorine standard: ile karsilagtirilarak belirlendi. Kazmnan
bant, kloroform-metanol (8:2) kangimiyla elile edildi. Organik ¢oziiciiniin kuruluga
kadar distillenmesiyle elde edilen bakiye, metanolde ¢oziindiiriildiikten sonra, bir balon
jojede yine metanol ile 5 ml ye tamamlandi. Ayni sartlarda bir de bos deneme ¢ozeltisi
hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltinin absorpsiyonu, 1 cm kalinligindaki kiivette, Shimadzu
UV 160 A spektrofotometresinde, 292 nm dalga boyunda bos deneme ¢6zeltisine karsi
okundu. Lycorine igin okunan absorbans degeri 6nceden hazirlanmig olan 6lgii egrisine
(Tek asamalr) yerlestirildi. Verilen absorbans degerlerine karsilik gelen konsantrasyon
bulunup, lycorine miktar1 kuru materyal agirlign igin yiizde gram (% g) olarak
hesaplandi.

Daha sonra metanollii ¢zelti dikkatli bir sekilde balona aktarildi ve organik
¢oziicli algak basing altinda distillendi. Bakiye, yine kloroform-metanol (8:2)
kangimmin 10 ml sinde ¢6ziindiiriilerek flakona aktarildi. Flakondaki ¢ozelti, 0.5 mm
kalmliginda 20X20 cm boyutunda Kieselgel 60 F 254 (Merck) I.T.K. plag: iizerine, 10
cm uzunlugunda bant halinde tatbik edildi. Bandin 1 cm sagina ve 1 cm soluna 1 cm
uzunlugunda bir bant halinde 20 pl lycorine referans ¢ozeltisi (Rr) tatbik edildi. Plak,
starttan itibaren 17 cm olacak sekilde, kloroform-metanol-su (17:3:2) (alt faz) ¢dziicii
sisteminde yiikseltildi. Lycorine'e karsihik gelen bant, 366 nm dalga boyundaki UV 151k

altinda belirlendi. Kazinan bu bant 100 ml kloroform-metanol (8:2) kangimu ile eliie
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edildi. Organik ¢6ziiclintin kuruluga kadar distillenmesiyle ele gegen bakiye, metanolde
¢6ziindiirildd. Daha balon jojede yine metanolle 10 ml ye seyreltildi. Aym sartlarda bir
de bos deneme ¢6zeltisi hazirlandi.

Hazirlanan ¢ozeltinin absorpsiyonu, 1 cm kalinhigindaki kiivette, Shimadzu UV
160 A spektrofotometresinde, 292 nm dalga boyunda bos deneme ¢6zeltisine karsi
okundu. Lycorine i¢in okunan absorbans degeri énceden hazirlanmig olan &lgii egrisine
(ki agamali) yerlestirildi. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen konsantrasyon
bulunup, lycorine miktar1 kuru materyal agirh@r i¢in yiizde gram (% g) olarak

hesaplandi.

(2) Galanthamine’in Miktar Tayini

Galanthamine i¢in yapilan 6n aragtirmalarda, deneylerde kullanilan drog
miktannin arttinlmasina ve ¢aligmalarin daha yitkksek konsatrasyonlarda denenmesine
ragmen, anlamli bir UV spektrumu, ve dolayisiyla gegerli olarak kabul edilebilecek
absorbans degerleri elde edilemedi. Bu nedenle, drogdaki galanthamine miktannin ¢ok
az (eser miktarda) oldugu, ve miktar tayininin spektrofotometrik ySntemle yapilmasinin

yararli ve anlamh olamayacag: kanisina varildi.
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c. Yiiksek Basinghi Sivi Kromatografisi ile Teshis ve Miktar Tayini

(1) Lycorine Miktar Tayini

(a) Total Alkaloit Ekstresinin Hazirlanist

50 g civarinda tam olarak tartilan drog, bir perkolatérde 400 ml % 96 lik etanol
ile 24 saat maserasyona birakildi. Siire bitiminde, drog iizerinden toplam 1000 ml alkol
gececek sekilde perkolasyona tabi tutuldu. Tilketme iglemine, tiikketme sivis1 Mayer ve
Dragendorff reaktifleri ile olumlu yanit vermeyinceye kadar devam edildi. Etanollii
¢ozeltinin algak basing altinda distillenmesiyle elde edilen bakiye, 500 ml % 1 lik
hidroklorik asit ¢ozeltisinde ¢6ziindiiriiliip stiziildii. Cozlinmeyen kisimlar, % 1 lik
hidroklorik asit ¢ézeltisinin kii¢lik porsiyonlan ile yikandi. Yikama iglemine, asitli
stizinti Mayer ve Dragendorff reaktifleri ile olumlu reaksiyon vermeyinceye kadar
devam edildi. Birlestirilmis asitli ¢ézeltiler 200 ml lik porsiyonlar halinde ti¢ defa petrol
eteri (35-60°) ile ekstre edildi. Petrol eterli kisimlar aynldi. Sulu asitli ¢6zeltinin pH s1,
20-22 ml % 25 lik amonyum hidroksit ¢ézeltisi ilavesiyle 9-10 civarina getirildi. Daha
sonra kloroform ile (6X200 ml) tiiketildi. Sonuncu ekstraksiyon sirasmda kloroformlu
fazdan bir miktar alindi. Susuz sodyum siilfat (Merck) ile suyundan kurtarilip, stiziildii.
Kloroformun kurutuga kadar distillenmesiyle elde edilen bakiye, bir miktar % 1 lik
hidroklorik asit ¢6zeltisinde ¢oziindiiriilditkten sonra, Mayer ve Dragendorff reaktifleri
ile alkaloit varlii kontrol edildi. Alkaloitlerin tamamen tiiketildiklerine karar
verildikten sonra birlestirilen kloroformlu kisimlar, susuz sodyum siilfat ile suyundan

kurtarilip siiziildii. C6zelti vakumda kuruluga kadar distillendi.
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(b) Omek Cozeltilerinin Hazirlamg:

Ice. Icn. Imp, Imy kodlan verilen &rneklerden, kloroform-metanol (93:7) kangimi
ile 5 mg/2.5 ml konsantrasyonda olacak sekilde g¢6zeltiler hazirlandi. Cozeltiler

Schleicher& Schuell (589 1 Black ribbon ashless) filtre kagidindan siiziildii.
(c) Standart Lycorine Cézeltisinin (Sp) Hazirlanigi

3.4 mg saf lycorine numunesi, bir balon jojede kloroform-metanol (93:7)
icerisinde ¢oziindiirlildii ve aym ¢6ziicli karigimi ile 10 ml ye tamamlandi. Cozelti
Schleicher& Schuell (589 1 Black ribbon ashless) filtre kagidindan siiziildii. Bu

¢ozeltiye Sy kodu verildi.
(d) Standart Lycorine’e Ait Olgti Egrisinin Hazirlanmasi

S. kodlu ¢6zeltiden 0.34 mg/10 ml, 0.68mg /10 ml ve 1.02mg/10 ml olmak
izere ¢ dillisyon hazirlandi. Her birinden 5Spul uygulanarak, alan degerleri 6lgiildi.
Alman sonuglar dogrultusunda, uygulanan miktara karsi okunan alan seklinde,
lycorine’e ait bir 6l¢ii egrisi hazirlandi (Sekil 10) (Sayfa 134).

Miktar tayini i¢in eksternal standart kullanildi. Hazirlanan 6rnek ¢ozeltilerden 5
ve 10 pl lik uygulamalar Hamilton enjektérler yardimiyla yapildi. Okunan alan

degerlerine karsilik gelen miktarlar egriden yararlamlarak hesaplandi. Lycorine miktar

RETDS KURULY
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tayini sonuglan kuru drog tizerinden % mg olarak tespit edildi. Bunlara ait
kromatogramlar, Sekil 12-Sekil 15 de (Sayfa 137-Sayfa 139) yer almaktadir.
Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (HPLC) Analiz Sartlar :
Cihaz : Hewlett Packard 1100
Kolon : Hichrom C 13 (300 mm x 4.0 mm ID)
Mobil Faz : Kloroform: metanol (90:10 v/v)
Akis Hizi: 1 ml/dak
Dedektér : UV- VWD (HP 1100) (Degisken Dalgaboylu Dedektér)
Dalga Boyu: 290 nm
Kolon Sicakhigr : 30° C
St kodu verilen standart lycorine ¢ozeltisine ait olan kromatogram Sekil 11 de

(Sayfa 137) verilmistir.

(2) Galanthamine’in HPLC ile Teshis Edilmesi

(a) Omek Cozeltilerinin Hazirlamig:

Ice. Icu. Imp. Ivu, kodlan verilen 6meklerden "Lycorine Miktar Tayini" baghigi

altinda anlatildifn gibi hazirlanan total alkaloit ekstresi drneklerinden, asetonitril-su

(1:1) kansim ile 5 mg/2.5 ml konsantrasyonda c¢ozeltiler hazirlandi. Cozeltiler

Schleicher& Schuell (589 1 Black ribbon ashless) filtre kagidindan stiziildii.
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(b) Standart Galanthamine Cozeltisinin (Sg) Hazirlanis

2.9 mg saf galanthamine bir balon jojede asetonitril-su (1:1) karisimi ile 10 ml
ye tamamlandi. Cozelti Schleicher & Schuell (589 1 Black ribbon ashless) filtre

kagidindan siiziildii. Bu ¢6zeltiye Sg kodu verildi.

(¢) Karisim Cozeltilerinin Hazirlanisi

Yukarida anlatildign sekilde hazirlanan Icg, Ich Ims. Imm, kodlu &rneklerin
herbirinden 0.7 ml alinip, 0.3 ml standart galanthamine ¢&zeltisi ile karigtirilda.
Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi (HPLC) Analiz Sartlarn :
Cihaz : Hewlett Packard 1100
Kolon : Vydac C 3 (250mm x 4.6mm ID) 201SP54
Onkolon : 201GK54SP
Mobil Faz :Trifloroasetikasit: su: asetonitril (0.01:95:5 v/v/v)
Akis Hhzi: 1.2 ml/dak
Dedektér : UV —-VWD ( HP 1100) (Degisken Dalga boylu Dedektor)
Dalga Boyu: 289 nm
Kolon Sicaklig : 25°C
S kodu verilen standart galanthamine gozeltisinden 5 pl enjekte edildi. Buna ait
olan kromatogram Sekil 16 da (Sayfa 139) verilmistir.
Her bir bitki béliimiine ait ekstrelerden ve yukanda anlatildifi sekilde
hazirlanan kangim g¢ozeltilerinden 10 ul enjekte edildi. Bunlara ait kromatogramlar da

Sekil 17-Sekil 24 de (Sayfa 140-143) verilmistir.
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IIl. BIYOLOJIK AKTIVITE TAYINI ESLiGINDE iZOLASYON VE YAPI

AYDINLATMA CALISMALARI

A. MATERYAL

Izolasyon ¢aligmalarinda materyal olarak kullanilan Galanthus nivalis L. subsp.
cilicicus (Baker) Gottlieb-Tannenhain bitkisi, vejetasyonunun iki farkli devresine ait
omekleri de igerebilecek sekilde 5.3.2000 tarihinde bitki ¢igekli halde iken, 16.4.2000
tarihinde ise bitki meyvali halde iken, Canakkale ilinin Bayramig ilgesinin Kuscayiri
kdyti, Colapbas1 ve Kiilliigedik mevkilerinden toprakalti ve toprakiistii kisimlar halinde
toplanmastir.

Yukanida belirtilen tarihlerde toplanmis olan bitkilere ait hebaryum 6rnekleri,
Prof. Dr. M. Ali ONUR tarafindan tayin edilmis olup, Ege Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali Herbaryumunda sirasiyla 1271 ve 1272
numaralar altinda saklanmaktadir.

Bitkisel materyal, gozle goriilebilen organik veya anorganik biitiin yabanci
maddelerden ayiklanarak temizlendikten sonra, dogranarak orta irilikte pargalar haline
getirilip, agik havada, golgede ve oda 1simnda kurutulmugtur. Daha sonra Anabilim
Dalimizda bulunan Retsch GmbH SK 1 marka elektrikli degirmende ince toz (elek ¢ap1

Imm) haline getirilmistir.
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B. YONTEMLER
1. ALKALOITLERININ TUKETILMES]

Orta incelikte toz haline getirilmis olan materyal, % 96 lik etanol ile tﬁketm?
sivist Dragendorff ve Mayer belirteglerine olumlu reaksiyon vermeyinceye kadar oda
sicaklifinda perkole edilir. Etanollii ¢6zelti algak basing altinda kuruluga kadar
distillendikten sonra elde edilen bakiye, % 2 lik hidroklorik asidin sulu ¢6zeltisinde
¢oziindiiriiliir; ¢oziinmeyen kisimlar slizgeg kagidindan stiziilerek ayrilir. Bu isleme
siiziintii Dragendorff ile Mayer belirteglerine karsi olumlu sonug vermeyinceye kadar
devam edilir. Sonugta elde edilen asitli ¢ozeltiler birlestirilip, % 25 lik amonyum
hidroksit ¢ozeltisi ile pH 9-10 oluncaya kadar baziklestirilir. Bu g¢6zelti yine
Dragendorff ve Mayer belirteglerine karsi olumlu yamt vermeyinceye kadar kloroformla
tikketilir. Elde edilen kloroformlu kisimlar birlestirilir. Susuz sodyum siilfat kullamlarak
suyundan kurtarildiktan sonra siiziiliir. Kloroformun algak basing altinda kuruluga

kadar distillenmesiyle total alkaloit ekstresi elde edilir.

2. ALKALOITLERIN INCE TABAKA KROMATOGRAFISi (1.T.K)ILE

INCELENMESI

Ince tabaka kromatografisi yonteminden, siitun kromatografisi galigmalan
sirasinda kazamlan fraksiyonlarin incelenerek benzer olanlarnin birlestirilmesi amaci
yaminda, gerek preparatif ince tabaka ve vakum uygulamali stitun kromatografileri igin
uygun sistemlerin gelistirilebilmesi ve gerekse izole edilip saflagtinlan bilesiklerin

safliklarinin kontrolii gibi degisik amaglarla yararlanilmistir.
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Bu aragtirmada yapilan [.T.K. ¢aligmalarinda 0.25 mm adsorban tabakasi
kalinhgnda ve 20X20 cm boyutlarindaki silika jel 60 F 254 (Merck 5715) hazir cam
kromatografi  plaklarindan  yararlamlmigtir.  Caligmalar oda  sicaklifinda
gergeklestirilmistir. Ornekler kromatografi plaklara, genellikle kloroform-metanol
(8:2) ¢bziicli sistemindeki deneysel olarak saptanmig uygun konsantrasyondaki
¢ozeltileri halinde tatbik edilmis, ve ¢oziicii sistemleri plaklarda 15-18 cm arasinda
ytikseltilmigtir.

Ince tabaka kromatografisinde yararlamlan ¢oziicii sistemleri asagida

belirtilmistir (Tablo 8).

No Coziicii Sistemi

I |Benzen-Aseton (97:3)

II |Benzen-Aseton (9:1)

III |Benzen-Metanol (9:1)

IV | Siklohekzan-Dietilamin (9:1)

V |Benzen-Aseton (19:1)

VI |Benzen-Metanol (19:1)

VII |Benzen-Metanol (97:3)
VHI |Benzen-Kloroform-Aseton-Dietilamin (11:5:2:2)

Benzen-Asetonitril-Etil Asetat-Metanol-Amonyum hidroksit (% 25)(6:8:4:1:1)

X | Benzen-Kloroform-Metanol (7:2:1)

XI | Benzen-Kloroform-Asetonitril-Metanol (5:2:2:1)

XII |Benzen-Kloroform-Metanol- Amonyum hidroksit (% 25) (7:9:4:2 damla )

Tablo 8. I.T.K. nde Yararlamlan Coziicli Sistemleri
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3. ALKALOITLERIN SAFLASTIRILMALARI

Bu amagla siitun kromatografisi ve preparatif ince tabaka kromatografisi gibi
klasik kromatografik ySntemlerden ve ayrica gerektiginde, kristallendirme isleminden

de yararlamlmstir.

a. Siitun Kromatografisi

Bu yontemden, gerek total alkaloit ekstresinin fraksiyonlandirilmasiyla ana
fraksiyonlarin elde edilmesi sirasinda, ve gerekse elde edilen bu ana fraksiyonlarin daha
ileri fraksiyonlandirilmasinda yararlanilmigtir.

Bu aragtirma kapsaminda yapilan siitun kromatografisi ¢aligmalarinda, adsorban
olarak, ana fraksiyonlarin fraksiyonlandirilmasinda silika jel 60 (70-230 Mesh) (Merck
7734) ve bu fraksiyonlarin daha ileri aymmminda kullamlan preparatif siitun
kromatografisi ¢alismalarinda ise silika jel H (Type 60) (5-40 pm) (Merck 7736)
kullamlmustir. Fraksiyonlandinlacak karigimlarin 1 g1 i¢in genellikle 40-50 g adsorban,
ve bu miktarlara uygun boyutlarda cam siitunlar kullamlmistir. Baz1 g¢aligmalarda,
vakum uygulanabilecek sekilde tasarlanip imal edilmis cam siitunlardan da
yararlanilmigtir, Siituna uygulanacak karigimlarin yoBun ¢6zeltileri bir miktar
adsorbanla kangtinldiktan sonra, ¢&ziicti bertaraf edilmistir. Bu gekilde elde edilen toz |
halindeki karigim siituna ilave edildikten sonra eliisyona baglanmgtir.

Ana fraksiyonlarin elde edilmesi swrasinda, asafida belirtilen ¢o6ziicii

sistemlerinden yararlanilmigstir (Tablo 9).



63

No Coziicii Sistemi
XIII Kloroform

X1V Kloroform-Metanol (98:2)
XV Kloroform-Metanol (95:5)
XVI Kloroform-Metanol (92.5:7.5)
XVII Kloroform-Metanol (90:10)
XVIII Kloroform-Metanol (85:15)
XIX Kloroform-Metano! (80:20)

Tablo 9. Fraksiyonlarin Elde Edilmesinde Yararlamilan Céziicti Sistemleri

b.  Preparatif ince Tabaka Kromatografisi

Preparatif ince tabaka kromatografisinde, 0.25 mm adsorban tabakas
kalinliginda ve 10X20 cm ve 20X20 cm boyutlarindaki silika jel 60 F»s4 (Merck 5715)
ile 0.50 mm adsorban kalinhiginda 20X20 cm boyutlarindaki silika jel 60 F,s4 (Merck
5744) hazir cam plaklardan yararlamlmuigtir.

Coziicli sistemi olarak, ince tabaka kromatografisinde yapilan 6n deneyler
sonucunda en iyi sonug¢ veren ¢Oziicii sistemleri kullamilmistir. Coziicli sistemleri
plaklarda tek stiriikleme yapilan kromatografilerde 17 cm, ardarda iki siirtikleme yapilan
kromatografilerde ¢nce 15 cm ve daha sonra 18 cm olacak gekilde yiikseltilmigtir.
Bantlar, 254 nm ve 366 nm dalga boylarindaki UV 151k altinda incelemek ve daha sonra
plagin yan tarafina ¢ok ince bir kisma Dragendorff piiskiirtme belirteci uygulamak
suretiyle belirlenmigtir. Alinan bantlann ellisyonu kloroform-metanol (8:2) kansimiyla
yapilmistir. Coziiciiniin algak basingta distillenmesiyle bilesikler amorf halde elde

edilmislerdir.
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¢. Kristallendirme

Fraksiyonlarin saflagtirilmalarinda gerektiginde kristallendirme igleminden de
yararlamlmigtir. Oda sicaklifinda ve gerektiginde buzdolabinda bekletmek suretiyle
olusturulan kristaller, siiziilerek alindiktan sonra ¢éziinmedikleri ¢éziictilerle yikanarak
temizlenmiglerdir. Bilesiklerin saflifn agisindan gerektiginde kristalizasyon islemi

tekrarlanmigtir.

d. Saf Halde Elde Edilen Bilesiklerin Tanimmasi

Kromatografik saflikta elde edilen bilesiklerin yapilarini aydinlatmak igin
degisik spektroskopik yontemlerden {UV, IR, 1D ('H, C) ve 2D NMR, EIMS, CIMS
ve ESI-MS } yararlamlmustir. Ayrica bilesiklerin spesifik optik ¢evirmeleri {[ap} de
Olglilmiigtlir. Literatlirde kayith olan bilesikler i¢in eldeki veriler, rapor edilmis olan
degerlerle karsilastirlmistir.  Yapilarin  aydinlatilmasinda  yararlamilan  analitik
yontemlerde kullanilan cihazlara ait teknik bilgiler agagida sunulmugtur.

Optik ¢evirme: Bilesiklerin optik g¢evirmeleri, Perkin Elmer 341
Polarimetresinde ol¢iilmiistiir.

UV Spektrumlari: Shimadzu UV-160 A Spektrometresinde, 1 cm lik kuvarz
kiivetlerde, bilesiklerin metanoldeki % 0.01 lik ¢6zeltileri kullamlarak alinmagtir. Alkali
ve asit ortamda 6lglilen spektrumlar ise, kiivetteki ¢6zeltiye % 1 lik sodyum hidroksit

veya % 1 lik hidroklorik asit sulu ¢ézeltileri ilave edilerek alinmigtir.
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IR Spektrumlari: Jasco FT/IR-430 Infrared Spektrometresinde, bilesiklerin
potasyum bromiir igerisindeki pelletleri hazirlanarak alinmugtir.

NMR Spektrumlarr: Bilesiklerin '"H ve 3C NMR spektrumlan, Bruker DPX-
300, Bruker DMX-400 ve Bruker DMX-600 NMR Spektrometrelerinde, 2D NMR
spektrumlan (‘H,'"H COSY-gs, HMQC, HMBC, NOESY) ise Bruker DMX-600 NMR
Spektrometrelerinde, CDCl; veya CD;OD deki ¢ozeltileri igerisinde alinmms, ve
gerektiginde D,0O degisimi yapilmustir.

Kiitle spektrumlari: EI Kiitle spektrumlari, Finnigan MAT 900, CI Kiitle
spektrumlan Finnigan MAT 90, ESI Kiitle spektrumlar1 ise Finnigan MAT TSQ 700

spektrometrelerinde alinmigtir.

4, BRINE SHRIMP LETALITE DENEYI ILE AKTIVITE TAYINI
(180, 181,183)

a. Artemia salina Leach Larvalarinin Hazirlanisi

3.8 g deniz tuzu, 100 ml distile suda ¢oziindiiriiliip bir tanka konulur. Igine
brine shrimp (4rtemia salina Leach) yumurtalar: eklenir. Devamli 151k altinda birakilan

yumurtalardan, iki giin i¢inde larvalar ¢ikar.
b. Test Edilecek Bilesiklerin Cézeltilerinin Hazirlanisi
Ekstreler 1000, 100, 10 ppm olmak iizere ii¢ ayn konsantrasyonda, fraksiyonlar

ve kontrol maddesi kolsisin 500, 50, 5 ppm olmak iizere yine {i¢ ayr1 konsantrasyonda

hazirlanir.
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1000 ppm lik konsantrasyonun hazirlanmasi i¢in, 20 mg madde 2 ml kloroform-
metanol (8:2) de ¢5ziindiirtiliir. Ug ayn flakona 0.5 ml konur.

100 ppm konsantrasyonun hazirlanmasi i¢in, geriye kalan 0.5 ml den alinan 0.2
ml ¢6zelti, 1.8 ml kloroform-metanol (8:2) eklenerek seyreltilir. Bu ¢6zeltiden alinan
0.5 ml {i¢ porsiyon, ii¢ ayr1 flakona konulur.

Arta kalan 0.5 ml ¢6zeltiye aym y6ntemip uygulanmasiyla 10 ppm lik
konsantrasyonlar hazirlanir ve ii¢ ayn flakona 0.5 er ml konulur. Bir flakona da kontrol
amaciyla sadece 0.5 ml kloroform-metanol (8:2) konulur. Daha sonra tiim flakonlardaki
¢oziiciiler kuruluga kadar ugurulur.

500, 50 ve 5 ppm konsantrasyonda ¢ozeltilerin hazirlanmas: igin de ayni

uygulama ancak bu kez 10 mg bilesigin tartilmasiyla baslanarak yapilir.
c. Deneyin Yapihst

Her flakona bir miktar deniz tuzu ¢6zeltisi konulur. Herbirinin igine 48 saat
sonra yumurtadan ¢ikip hazir hale gelmis olan Artemia salina larvalanindan on adedi
sayilarak ilave edilir. Flakondaki ¢6zelti hacmi, deniz tuzu g¢o6zeltisi ile 5 ml ye
tamamlanir.

24 saat sonra canli kalmig olan larvalar sayilir ve kaydedilir. Veriler bir

bilgisayar programi yardimiyla degerlendirilir ve LC s olarak hesaplanir.
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C. DENEYLER

1. TOTAL ALKOL VE ALKALOIT EKSTRELERININ HAZIRLANMASI

Orta incelikte toz haline getirilmig 8.7 Kg materyal, oda swakhgmcia yaklagik
160 litre % 96 lik etanol ile tiiketme sivis1 Dragendorff ve Mayer belirteglerine olumlu
reaksiyon vermeyinceye kadar perkolasyon yéntemiyie tiiketildi. Etanollii ¢dzeltinin
algak basing altinda kuruluga kadar distillenmesiyle elde edilen bu total alkol
ekstresinin yaklagik 50 mg civarindaki bir miktar1 biyolojik aktivite ¢aligmalari i¢in
aynildi. Kalan bakiye, % 2 lik hidroklorik asitte ¢oziindiiriildii. Céziinmeyen kisimlar
stizgeg kagidindan stiziilerek ayrildi. Bu isleme sulu asitli ¢6zeltinin kiigiik miktarlarim
kullanmak suretiyle, siiziintiiler Dragendorff ile Mayer belirteglerine karsi olumsuz
sonug verinceye kadar devam edildi. Islemin sonunda elde edilen asitli ¢ézeltiler
birlestirilip, % 25 lik amonyum hidroksit ¢6zeltisi ile pH 9-10 oluncaya kadar
alkalilendirildi. Bu sulu alkali ¢6zelti, yine Dragendorff ve Mayer belirteglerine kars
olumlu yamit vermeyinceye kadar toplam 10 defa 500 ml kloroform ile ekstraksiyona
tabi tutuldu. Birlestirilen kloroformlu kisimlar susuz sodyum siilfat ile suyundan
kurtarildiktan sonra  siiziildii ve kloroform algak basing altinda kuruluga kadar
distillendi. Bakiye desikat6rde sabit vezne gelinceye kadar bekletildi ve tartildi. 5.1172
g agirhiinda total alkaloit ekstresi elde edildi (Verim % 0.057). Bu ekstreden biyolojik
aktivite ¢aligmalarn i¢in yaklagik 50 mg civarindaki bir miktar ayrildiktan sonra kalan

kismu {izerinde izolasyon ¢aligmalan gergeklestirildi.
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2. TOTAL ALKOL VE ALKALOIT EKSTRELERINDE BiYOLOJIK

AKTIVITE TAYINi

3.8 g deniz tuzu (Sigma 9883), 100 ml distile suda ¢6ziindiirdii. Hazirlanan deniz
tuzu ¢ozeltisi tanka kondu ve lizerine brine shrimp yumurtalar eklendi. Devamh 151k
altinda birakilan yumurtalardan, 48 saat i¢inde larvalar ¢ikt1.

Total alkol ekstresinden 1000, 100, 10 ppm olmak lizere ii¢ ayn
konsantrasyonda érnekler hazirlandi. Deneyler iki paralel seklinde yapildig: i¢in agagida
anlatilan islemler iki kez tekrarlandi.

Bu amagla total alkol ekstresinden 20 mg tartildi ve 2 ml kloroform-metanol
(8:2) iginde ¢dziindiiriildi. Ug flakonun herbirine bu ¢ozeltiden 0.5 ml konuldu.
Boylece 1000 ppm konsantrasyonda {i¢ o©mek hazirlanmis oldu. 100 ppm
konsantrasyondaki 6rnekleri hazirlamak igin, geriye kalan 0.5 ml den aliman 0.2 ml
¢ozelti, 1.8 ml kloroform-metanol (8:2) ilavesiyle seyreltildi; bu ¢ézeltiden de ii¢ ayn
flakona 0.5 er ml alindi. Geriye kalan 0.5 ml lik ¢ozelti, 10 ppm konsantrasyondaki
Ornekleri hazirlamak igin kullanildi. Bu amagla, bu ¢dzeltiden 0.2 ml alindi, iizerine 1.8
ml kloroform-metanol (8:2) ilave edilerek seyreltildi. Bu ¢ozeltiden de ti¢ ayn flakona
0.5 ml alinarak, ii¢ tane 10 ppm konsantrasyonda 6rnek hazirlanmig oldu.

Standart olarak aym sekilde hazirlanmius olan kolgisin kullamildi. Ayrica bos
deneme igin ekstre tagimayan flakon hazirlandu.

Flakonlarn i¢indeki ¢oziiciiler uguruldu. Daha sonra her bir flakon i¢ine 2 ml
deniz tuzu ¢o6zeltisi konulduktan sonra iizerlerine canli brine shrimp larvalarindan
sayilarak onar tane eklendi. Daha sonra 5 ml ye yine deniz tuzu ¢ozeltisi ile

tamamlandi. 24 saat sonra flakonlarm igindeki canli brine shrimp larvalan sayild: ve
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kaydedildi. Veriler bilgisayar yardimiyla degerlendirildi ve LCsy olarak hesaplandi.
Sonuglar iki paralel tayinin ortalamasi olarak degerlendirildi.

Bu deneyler, aym sekilde total alkaloit ekstresine de uygulandi. Yine iki paralel
halinde 1000:100:10 ppm lik ii¢ farkli konsantrasyonda ¢alisildi. Sonuglar, iki paralelin

ortalamasi olarak LCsq olarak verildi.

3. TOTAL ALKALOIT EKSTRESINDEKIi BILESIKLERIN

SAFLASTIRILMALARI

380 g Silika jel 60 (70-230 Mesh) (Merck) tartild: ve 1000 ml XVI no lu ¢oziicii
sistemi ile stispansiyon haline getirilip 6.5 cm ¢apindaki bir cam kromatografi stitununa
dolduruldu.

5.06 g total alkaloit ekstresi, 20 ml kloroform-metanol karigiminda (8:2)
¢oziindiiriliip, 15 g silika jel 60 (70-230 Mesh) (Merck) adsorbanla karigtirildi. Céziicti
acik havada, oda sicaklifinda uguruldu. Bakiye desikatdrde kurutuldu. Bu gekilde
hazirlanan ekstre-adsorban karigimmu siituna ilave edildikten sonra, XVII no lu ¢oziicii
sistemi ile giindiiz dakikada 120 damla, geceleri ise dakikada 15-20 damla akig hizinda
olacak gekilde eliisyon gergeklestirildi. Eliisyonun baslangicindan bitimine kadar 500 er
ml lik fraksiyonlar alindi. Alkaloit lekelerinin IT.K. nde gorillen nitelik ve
miktarlarina bagh olarak gerek duyuldugunda, eliisyon ¢oziiciisiiniin polaritesini
artirmak amaciyla igine sirasiyla % 2, % 5, % 7.5, %10, % 15 ve % 20 oranlaninda
metanol ilave edildi. Alman her fraksiyon, I.T.K. ile karsilagtirmal olarak kontrole tabi
tutuldu. Kromatogramlar énce 254 ve 366 nm dalga boyundaki UV isik altinda

incelendi. Ayrica Dragendorff belirteci piiskiirtmek suretiyle alkaloidal nitelikli
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bilesiklerin saptanmasina ¢ahisildi. Aymi Ry degerindeki lekelere sahip olan benzer
fraksiyonlar birlestirildi. Algak basing altinda kurulua kadar distillendikten sonra
desikatdrde sabit agirhga gelinceye kadar bekletildi ve tartildi. Total alkaloit ekstresinin
situn kromatografisinde fraksiyonlandirilmasiyla elde edilen bu ana fraksiyonlara

verilen kodlar, eliisyonda kullanilan ¢&ziicii sistemleri ve ana fraksiyonlarin agirliklarina

ait bilgiler Tablo 10 da g&sterilmistir.

. . Eliisyonda .
N, | A Fmerom® | Yararlamian Craten | g A Een
Sistemleri
3 G, X1 0.0218
4 G, X1 0.0275
5 Gs X1 0.0303
6-7 Gy * X1 0.2630
8 Gs XIII 0.0436
9-12 Gg* X1 0.1758
13-14 G, XIIT -X1V 0.0897
15-17 Gs X1 0.0472
18-20 Gy X1 0.3380
21-22 Gp XIv 0.0526
23-24 Gy X 0.0260
25-29 Gz X1V -XV 0.2173
30 Gy Xv 0.0699
31-33 G XV 0.7337
34-35 Gys Xv 0.1578
36-38 Gy XV 0.1505
3943 Gyy XV 0.2433
44-47 G XV -XVI 0.1168
48-50 Gy XVI 0.1685
51-54 Gao XVI 0.2119
55-59 Gy * XVI-XVIl 0.2376
60-65 Gy Xvil 0.2841
66-68 Gy Xvll 0.0925
69-71 Gy Xvil 0.0770
72-73 Gys XVII - XVIII 0.0448
74-83 Gy XVII-XIX 0.2942
84-90 Gy XX 0.1659
91-96 Gy XiX 0.0790

* Daha ileri fraksiyonlandirmaya tabi tutulmus olan ana fraksiyonlar

Tablo 10. Total Alkaloit Ekstresinin Ana Fraksiyonlan Hakkinda Deneysel

Veriler
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4, ANA FRAKSIYONLARDA BiYOLOJIK AKTIVITE TAYINi

3.8 g deniz tuzu (Sigma 9883), 100 ml distile suda ¢éziindiiriildi. Hazirlanan
deniz tuzu ¢6zeltisi taﬁka konuldu ve fizerine brine shrimp yumurtalari eklendi. Devamli
151k altinda birakilan yumurtalardan, 48 saat i¢inde larvalar gikti.

Fraksiyonlandirma iglemi sonucunda elde edilen ve miktar1 100 mg 1n istiinde
olan fraksiyonlara brine shrimp letalite deneyi uygulandi. Bu amagla, ¢aligilacak ana
fraksiyonlarin herbirinden, tek paralel olarak, 500, 50, 5 ppm lik ii¢ farkhi
konsantrasyonda &rnekler hazirlandi. Standart olarak kullantlan kolsisin bilesiginden de
iki paralel olarak yine 500, 50, 5 ppm olmak iizere {i¢ ayr1 konsantrasyonda iiger 6rnek
hazirlandi.

Bu amagla, herbir fraksiyondan ve kolgisin'den ayr1 ayr1 10 ar mg tartilds; 2 ml
kloroform-metanol (8:2) iginde ¢6ziindiiriildii. Herbir 6rek ii¢ ayn flakona 0.5 ml
olmak lizere konuldu. Béylece 500 ppm lik konsantrasyonda ¢rnekler hazirlanmis oldu.
50 ppm konsantrasyondaki mekleri hazirlamak i¢in, geriye kalan 0.5 ml den alinan 0.2
ml ¢6zelti, 1.8 ml kloroform-metano! (8:2) eklenerek seyreltildi ve bu 6mekten de li¢
ayn flakona 0.5 er ml alindi. Geriye kalan 0.5 ml lik 6rmekten de 0.2 ml alinds; {izerine
1.8 ml kloroform-metano! (8:2) ilave edilerek seyreltildi. Bunun iginden de iig ayn
flakona 0.5 ml alinarak, {i¢ tane 5 ppm konsantrasyonda 6mek hazirlanmis oldu.

Flakonlarn i¢indeki ¢6ziiciiler uguruldu. Her bir flakon i¢ine 2 ml deniz tuzu
¢Ozeltisi konarak, 48 saat sonra yumurtadan ¢ikip, canlanan brine shrimp larvalarindan
onar tane sayilarak eklendi. Daha sonra 5 ml ye yine deniz tuzu ¢ozeltisi ile
tamamlandi. 24 saat sonra flakon igindeki canli brine shrimp larvalan sayildi ve

kaydedildi. Veriler bilgisayar yardimiyla degerlendirildi ve LCsq olarak hesaplandi.
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5. BIYOLOJIK ACIDAN AKTiF OLAN = FRAKSIYONLARIN
CALISILMASI

a. G4 Kodlu Ana Fraksiyonun Calisiimasi

Gy kodlu ana siitun fraksiyonu, vakum uygulamak suretiyle preparatif silitun
kromatografisine tabi tutuldu. Céziicii sistemi olarak, en iyi ayirdifn I.T.K ile saptanmis
olan III no lu géziicii sistemi kullanildi. 40 g silika jel H (Type 60) ( 5-40 pum) (Merck)
s6z konusu ¢oziicli sisteminin uygun miktar1 ile karigtirilarak stispansiyon haline
getirildi. Elde edilen siispansiyon, 3.5 cm g¢apinda ve tasarimi vakum uygulayarak
calisabilmek tizere yapilmis olan 6zel bir cam kromatografi stitununa dolduruldu.

Gy kodlu fraksiyon (0.263 g), az bir miktarda kloroform-metanol karistminda
(8:2) ¢oziindiirtildi; 2.75 g silika jel 60 (70-230 Mesh) (Merck) adsorbana ilave edilip
iyice kangtiriidi. Once agik havada kurutuldu ve daha sonra sabit agirha ulagincaya
kadar desikatérde bekletildi.

Ekstre-adsorban karigimi siituna ilave edildikten sonra, I no lu ¢6ziicii sistemi
ile eliisyona baslandi. 900 mbar vakum altinda, dakikada 40-50 damla olacak sekilde
homojen bir akis saglandi. 25 ml lik fraksiyonlar toplandi. Yapilan L.T.K. sonuglarmna
dayanilarak, eliisyona 35. fraksiyondan itibaren II no lu, 44. fraksiyondan itibaren ise III
no lu ¢oziicti sistemi ile devam edildi. Fraksiyonlarin uygun ¢éziicli sistemlerinde
mukayeseli olarak yapilan I.T.K. kontrolleri sonucunda elde edilen kromatogramlar, UV
151k altinda incelendi; ayrica Dragendorff belirteci piiskiirtiildii. Benzer fraksiyonlar
birlestirildi. Coziicii algak basing altinda kuruluga kadar distillendi. Elde edilen ara

fraksiyonlar desikattrde bekletilerek sabit agirliga getirildikten sonra tartild:.
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Ana komponent olarak alkaloidal nitelikli bir bilesik tasiyan 9-10 no lu ara
fraksiyonun (19.5 mg) I.T.K. kontrolleri, muhtelif kirliliklerin bulundugunu gosterdi.
Bu nedenle bu ara fraksiyon, 20X20 cm boyutlarinda ve 0.5 mm tabaka kalmliginda bir
tane silika gel 60 F ;54 (Merck) hazir kromatografi plagina uygulandi. Plak IV no lu
¢Oziicii sisteminde 2 kez develope edildi. Once UV 151k altinda incelemek ve daha
sonra plak kenarma ¢ok ince bir kisma Dragendorff belirteci piiskiirtmek suretiyle yeri
belirlenen bant kazindi. Bu bant kloroform-metanol (8:2) karisim ile eliie edildi. Daha
sonra ¢6ziicii algak basing altinda distillendi. Bakiye desikatérde sabit vezne gelinceye
kadar bekletilip tartild1. 2.8 mg agirhgindaki bakiyenin I.T.K. kontrolleri saf oldugunu
ortaya koydu. B6ylece 9-10 no lu ara fraksiyondan tek olarak elde edilen bu bilesige GI-
1 kodu verildi.

G4 ana fraksiyonunun preparatif slitun kromatografisine tabi tutulmasi sonucu
elde edilmis olan ara fraksiyonlardan bir digeri olan 31-35 no lu ara fraksiyonun (18.9
mg) LT.K. kontrolleri, bu fraksiyonun nonalkaloidal bir bilesik yamisira muhtelif
safsizhiklar icerdifini ortaya koydu. Bu nedenle preparatif I.T.K. ile saflagtinlmasina
karar verildi. Fraksiyon, bir adet 0.5 mm kalinliinda ve 20x20 cm boyutlarindaki silika
jel 60 F »s4 (Merck) hazir kromatografi plagina uygulandi. Plak VII no lu ¢6zlicti
sistemi kullamlarak iki defa develope edildi. UV 1g1ik altinda incelemek suretiyle yeri
belirlenen bant kazind1 ve kloroform-metanol (8:2) karisimu ile eliie edildi. Daha sonra
¢6ziicli alcak basing altinda distillendi. Desikat6érde sabit vezne gelinceye kadar
bekletilen 10.7 mg agirhgindaki bakiyenin I.T.K. kontrolleri sonucunda, hala baz
safsizliklar icerdigi anlasildi. Bu nedenle ikinci kez preparatif 1.T.K. ile saflagtirmasi
yoluna gidildi. 10.7 mg afirhindaki bakiye, bir adet 0.5 mm tabaka kalinhfinda ve

20X20 cm boyutlanindaki silika jel 60 Fas4 (Merck) hazir kromatografi plagina
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uygulandl‘. Plak VIII no lu ¢oziicti sistemi kullanilarak bir defa develope edildi. UV 1s1k
altinda yeri belirlenen bant kazindi ve kloroform-metanol (8:2) kariginu ile eliie edildi.
Coziiciiniin algak basing altinda distillenmesiyle elde edilen bakiye desikatérde sabit
vezne gelinceye kadar bekletilip tartilds. I.T.K. kontrolleri, elde edilmis olan 7.7 mg
agirhigindaki bilesigin saf oldugunu gésterdi. Bu bilesige GI-2 kodu verildi.

G4 ana fraksiyonunun preparatif siitun kromatografisine tabi tutulmas: sonucu
elde edilmis olan ara fraksiyonlardan 40-42 no lu ara fraksiyonun (43.6 mg) L.T.K.
kontrolleri, nonalkaloidal karakterli bir bilesik yamsira muhtelif safsizliklar tagidigim
gosterdi. Bu ara fraksiyon, bir adet 0.5 mm adsorban tabakasi kalinlifinda ve 20X20 cm
boyutlarindaki silika jel 60 Fps4 (Merck) hazir kromatografi plagina uygulandi. Plak VI
no lu ¢oziicli sistemi kullamilarak iki kez develope edildi. UV 1sik altinda yeri
belirlenen ana bant kazindi ve kloroform-metanol (8:2) karigimu ile eliie edildi. Coziicii
alcak basing altinda distillendi. Desikatérde sabit vezne gelinceye kadar bekletilip
tartilan 21.7 mg agirhgindaki bilesigin I.T.K. kontrolleri, hala baz: safsizhiklar tasidigim
gosterdi. Bu nedenle bilegik tekrar bir adet 20X20 cm boyuﬂannda ve 0.5 mm
kalmhgmmdaki silika jel 60 Fyss (Merck) hazir kromatografi plagina uygulandi. Plak
VI no lu g¢6ziicli sistemi kullanilarak bir defa develope edildi. UV 1sik altinda
incelemek suretiyle yeri belirlenen ana bant kazindi ve kloroform-metanol (8:2)
kangm ile eliie edildi. Céziicii algak basing altinda distillendi. Bakiye desikatorde sabit
vezne gelinceye kadar bekletilip tartildi. Elde edilen 20.4 mg agirhfindaki bakiyenin
I1.T K. kontrolleri, bilesigin saf olarak kazamilamadigim gdsterdigi icin, tekrar preparatif
LTK. uygulanmasina karar verildi. Bakiye bir tane 0.5 mm adsorban tabakas
kalinliginda ve 20X20 c¢cm boyutlarnindaki silika jel 60 F ;54 (Merck) hazir kromatografi

plagina uygulandi ve IX no lu ¢oziicii sisteminde iki kez develope edildi. UV 1s1k
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altinda yeri belirlenen ana bant kazinarak alindi; kloroform-metanol (8:2) kansimi ile
elile edildi; ¢6ziicii algak basing altinda distillendi. Desikatérde sabit vezne kadar
kurutulan 3.5 mg agirhgindaki bakiyenin I.T.K. ile kontroldi, saf halde elde edildigini

ortaya koydu. Bu bilesige GI-3 kodu verildi.

b. Gg Kodlu Ana Fraksiyonun Caligiimas:

Gs kodlu ana siitun fraksiyonu vakum uygulamak suretiyle preparatif siitun
kromatografisine tabi tutuldu. Céziicii sistemi olarak, en iyi ayirdig1 I.T.K ile saptanmug
olan II no lu ¢6ziicii sistemi kullamldi. 40 g silika jel H (Type 60) (5-40 um) (Merck),
s6z konusu ¢oziicli sisteminin uygun miktar1 ile kanstirilarak siispansiyon haline
getirildi. Bu silispansiyon 3.5 ¢m g¢apinda ve vakum uygulayarak ¢aligabilmek iizere
tasarimi1 yapilmis ve imal ettirilmis 6zel bir cam kromatografi siitununa dolduruldu.

0.1758 g agirhgindaki Gg¢ kodlu ana fraksiyon, kloroform-metanol (8:2)
karigiminin deneysel olarak saptanan en az miktarinda ¢oziiliip, 2.5 g silika jel 60 (70-
230 Mesh) (Merck) adsorbanla karigtirildi; agik havada kurutulduktan sonra sabit
agirliga ulasincaya kadar desikatérde tutuldu.

Ekstre-adsorban kangimu siituna ilave edildikten sonra, II no lu ¢dziicli sistemi
ile eliie edildi. Akig 900 mbar vakum altinda ve dakikada 40-50 damla olacak sekilde
ayarland1. 25 ml lik fraksiyonlar toplandi. Bu fraksiyonlar I.T.K. ile mukayeseli olarak
incelendi. Ry degerleri yamsira, UV 151k altindaki goriintii ve Dragendorff belirteci ile
renklendirme sonuglarina gore benzerlik gosteren fraksiyonlar birlestirildi. Elde edilen

bu ara fraksiyonlar desikatrde bekletilerek sabit agirliga getirildikten sonra tartildi.
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Gs kodlu ana fraksiyondan elde edilen 11.2 mg agirligindaki 24-29 no lu ara
fraksiyonun I.T.K. kontrolleri, bu fraksiyonda ana komponent olarak alkaloidal bir
bilesigin bulundugunu, ancak yamsira safsizliklar da igerdigini ortaya koydu. Bu
nedgnle preparatif I.T.K. uygulanmasina karar verildi. Fraksiyon, bir adet 20x20 cm
boyutlarinda ve 0.25 mm tabaka kahnhifinda silika jel 60 F 54 (Merck) hazir
kromatografi plagina uygulandi. Plak X no lu ¢6ziicii sisteminde iki kez ardarda
develope edildi. Once UV 151k altinda incelenerek ve daha sonra plak kenarinda gok
ince bir bslime Dragendorff belirteci piiskiirtiilerek yeri belirlenen ana bant kazindi.
Kloroform-metanol (8:2) kangimi ile eliie edildikten sonra ¢éziicii algak basingta
distillendi. Bakiye desikatdrde sabit vezne gelinceye kurutuldu. I.T.K. nde saf oldugu

anlasilan 3.5 mg agirhifindaki bilesige GI-4 kodu verildi.
¢. G4 Kodlu Ana Fraksiyonun Calisilmasi
0.7337 g aguhfindaki Gijs kodlu ana siitun fraksiyonunun gesitli ¢oziicii
sistemlerinde yapilan I.T.K. kontrolleri, tek bir alkaloidal bilesigi oldukga biiyiik bir

konsantrasyonda igerdigini ortaya koydu. Metanolden kristalizasyon ile elde edilen 312

mg agirhginda ve kromatografik safliktaki bilesige GI-5 kodu verildi (e.d. 250-255° C).

d. G3; Kodlu Ana Fraksiyonun Cahgilmasi
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olan XIII no lu ¢oziicti sistemi kullamldi. 40 g silika jel H (Type 60) (5-40 pm)
(Merck) s6z konusu ¢oziicli sisteminin uygun miktan ile kanstinlarak siispansiyon
haline getirildi. Bu siispansiyon 3.5 cm ¢apinda, vakum uygulayarak calismaya olanak
saglayacak sekilde 6zel olarak tasarlanip imal edilmis olan bir cam kromatografi
stitununa dolduruldu.

Gz1 kodlu ana fraksiyon (0.2376 g), kloroform-metanol (8:2) karigiminm
deneysel olarak saptanan en az miktarinda ¢oziiliip, 2.5 g silika jel 60 (70-230 Mesh)
(Merck) adsorbanla karistirildi. Bu karnigim agik havada kurutulduktan sonra sabit
agirliga ulasincaya kadar desikatﬁrde tutuldu.

Ekstre-adsorban kangimu siituna ilave edildikten sonra, XI no lu ¢6ziicii sistemi
ile eliie edildi. 900 mbar vakum altmdg, dakikada 40-50 damla olacak sekilde akig
saglandi. 25 ser ml lik fraksiyonlar toplandi. Bu fraksiyonlar I.T K. nde kiyaslandi; UV
151k altinda incelendi ve Dragendorff belirteci piiskiirtiildii. Benzer lekeler veren
fraksiyonlar birlestirildi. Céziiciiler algak basing altinda kuruluga kadar distillendi. Elde
edilen ara fraksiyonlar desikatorde bekletilerek sabit agirhiga getirildikten sonra tartildi.

Gy: kodlu ana fraksiyondan elde edilen 14.9 mg agirhgindaki 33-35 no lu ara
fraksiyonun 1. T.K. kontrolleri, ana komponent olarak igerdigi alkaloidal bir bilesigin
yanisira bazi safsizliklar da bulundugunu gésterdi. Bu nedenle fraksiyonun preparatif
ILTK. ile saflagtmimasma karar verildi. Fraksiyon miimkiin olan en az miktarda
kloroform-metanol (8:2) karisiminda ¢6ziindiiriiliip, bir adet silika gel 60 Fas4 (Merck)
hazir kromatografi plagina (20X20 cm; 0.25 mm tabaka kalinhig) uygulandi. Plak
ardarda iki kez XII no lu ¢bziicli sisteminde develope edildi. Once UV 1sik altinda
incelemek ve daha sonra plak kenarna gok ince bir kisma Dragendorff belirteci

piiskiirtmek suretiyle yeri belirlenen ana bant kazindi ve kloroform-metanol (8:2)
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kaniginmu ile eliie edildi. Céziicii algak basing altinda distillendi. Bakiye desikattrde sabit
vezne gelinceye kadar bekletildi. 1.T.K. kontrolleriyle saf oldugu anlagilan 7.8 mg
agirligindaki alkaloidal bilesige GI-6 kodu verildi.

G;; kodlu ana fraksiyondan elde edilen 7.7 mg agirhgindaki 36-40 no lu ara
fraksiyonun I.T.K. ile yapilan kontrolleri sonucunda, yine alkaloidal karakterli bir
bilesigi ana komponent olarak icerdifi, ancak yanisira bazi safsizliklari da tasidig
belirlendi. Saflagtirma igin preparatif I.T.K. uygulanmasina karar verildi. Fraksiyon 0.25
mm adsorban tabakasi kalinlifina sahip olan bir adet silika jel 60 F,s4 (Merck 5)
(20X20 cm) hazir kromatografi plagina uygulandi. Plak XII no lu ¢6ziicii sistemi
kullanlarak iki defa develope edildi. Hem UV 1g1k altinda ve hem de plagin kenarina
¢ok ince bir kisma Dragendorff belirteci piiskiirtmek suretiyle yeri belirlenen bant
kazindi. Kloroform-metanol (8:2) kansimi ile eliie edildikten sonra ¢oziicli algak
basingta distillendi. Desikatérde sabit vezne gelinceye kadar bekletilen 2.9 mg
agirhgindaki bilesigin 1.T.K. kontrolleri, kromatografik saflikta oldugunu oraya koydu.

Bu bilesige GI-7 kodu verildi.



BULGULAR

I. BOTANIK ARASTIRMALARIN BULGULARI

A. ANATOMIK BULGULAR

1. KOKE AiT iNCELEME VE BULGULAR

K&k epidermisi ve bunun altindaki bir sira kabuk parenkimasi hiicrelerinin
geperleri siiberinleserek ekzodermisi olusturmaktadir. Epidermiste emici tiiy kalintilart
bulunmaktadir. Kabuk parenkimasin olusturan hiicreler ince geperli, poligonaldir ve
bunlarin, dis yiizeye yakin bazi hiicreleri rafit kristali igermektedir (Resim 15, Resim

16).

Pl 4 = :
Resim 15. K6k Enine Kesit
a-Epidermis, b-Emici Tiiy, c-Kabuk Parenkimasi
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Resim 16. Kok Enine Kesit
e-Endodermis, f-Kabuk Parenkimasi,

a-Epidermis, b-Emici Tiiy, c- Ksilem, d- Floem,
g-Periskl
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Kabuk parenkimasinin i¢ kisminda yer alan endodermis hiicreleri ince geperlidir
ve bu hiicrelerdeki kaspari seridi belirgin olarak goriilmektedir. Endodermisin ig
kisminda bir sira periskl hiicreleri ve bunun i¢ kisminda merkezde bilyiik bir trake ve
bunun etrafinda radial ve 1insal olarak dizilmis ii¢ veya dort sirali, iki veya ii¢ odun
borusundan olugan protoksilem ve bunlarin arasinda floem hiicreleri yer almaktadir. Oz

de goriilmemektedir.

2. SOGANA AIT INCELEME VE BULGULAR

Epidermisin i¢ kisminda bulunan parenkimatik hiicreler ince geperlidir ve az
miktarda nisasta tagimaktadir. Iletim demetleri gevresindeki bazi parenkimatik
hiicrelerin iginde ve hiicre geperine yapisik durumda niteligi tanimlanamayan madde
birikimi goriilmektedir (Resim 17).

Sogan yapraklarinin mikroskobik incelenmesinde, i¢ ve dis epidermis
hiicrelerinin dorsal ¢eperlerinin ¢ok kalin, lateral g¢eperlerinin ince ve ventral
geperlerinin lateral geperlere gore biraz daha kalin oldugu saptanmistir.

Sikigik ve ince geperli mezofil hiicreleri digtan merkeze dogru azalan miktarda
nisasta tagimaktadir. Mezofilde yer alan iletim demetlerinin gevresinde ve dis
epidermisin i¢ kisminda ikinci siradaki bazi parenkimatik hiicreler rafit igermektedir.
Mezofildeki nisastalarin, basit, ikili, ii¢lii veya dortlii bilesik, yuvarlak, kiiremsi veya
oval, hilumun konsatrik, nokta seklinde oldugu saptanmistir.

Soganin canli di yapraklarinda dis epidermisin i¢ kismindaki birkag sira mezofil
hiicresi i¢inde az miktarda nisasta bulunmaktadir. Buna karsin sogamn i¢ yapraklarinda

nisasta miktarinin oldukga fazla oldugu gézlenmektedir (Resim 18).
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Resim 17. Sogan Dis Yaprak Enine Kesit

a-Dis Epidermis, b-Parenkima Hiicreleri, c-iletim Demeti, d-Madde Birikimi,
e-I¢ Epidermis



Resim 18. Sogan I¢ ve Dis Yaprak Enine Kesiti

a-Dis Epidermis, b-Parenkima Hiicreleri, c-Iletim Demeti, d-Madde Birikimi,
e-I¢ Epidermis
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3. GOVDEYE AiT iNCELEME VE BULGULAR

Cigek durumu sapi, tam daire degil, hafif basik iiggenimsi sekildedir. Stomalar
gomiiktiir. Epidermis hiicrelerinin altinda kloroplast igeren parenkimatik hiicreler
yuvarlaktir. Epidermisin hemen altinda bulunan hiicrelerdeki interselliiler alanlar daha
azdir ve hiicreler kiigiiktiir. Merkeze dogru gittikge hiicreler biiyiimekte ve hiicreler arasi
bosluklar genislemektedir. Dort esas iletim demeti bir hag seklinde yer alirken, bunlarm
arasinda daha kiigiik iletim demetleri de bulunmakta ve iletim demetleri arasinda,
yaprakta oldugu gibi, hava kanallarni (bosluk) goriilmektedir. Ancak g6vdenin

merkezinde ince geperli parenkimatik hiicreler vardir (Resim 19, Resim 20, Resim 21).

Yun

Resim 19. Gévde Enine Kesit

£

b

a- Epidermis, b- Parenkima Hiicresi, c- Hava Kanali, d- Stoma g
g
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Resim 20. Gévde Enine Kesitte Stoma
a- Stoma, b- Epidermis, c- Parenkima hiicresi

Resim 21. Govde Yiizeyel Kesit

a-Stoma, b-Epidermis
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4. YAPRAGA AIT INCELEME VE BULGULAR

Kiitikulast ince, amarillis tipinde stomalart gémiik olan yapragmn, iist ve alt
epidermis hiicrelerinin i¢ kisma bakan geperi (ventral), yan geperlere (lateral) gore iki
kat kalin, ancak dis yiizeye bakan geperi (dorsal) olduk¢a kalin olarak gériinmektedir.
Ust epidermisin ig kisminda sikisik palisat parenkimasi, bunun da i¢ kisminda, genis
hiicre aras1 bosluklar ve kloroplast igeren parenkima hiicreleri yer almaktadir. Gerek
alt, gerekse iist epidermis hiicrelerinin i¢ kismindaki birinci ve ikinci sira mezofil
hiicrelerinin arasinda geperleri digerlerine gore biraz kalinca, kloroplast igermeyen ve
bazilarinda rafit bulunan kiigiik hiicreler bulunmaktadir (Resim 22, Resim 23, Resim
24).

Koleteral iletim demetine sahip yapragin iletim demetleri arasinda hava
kanallari, ve alt epidermisinin hemen i¢ kisminda hiicre arasi bosluklan fazla olmayan
3-4 sira siinger parenkimasi hiicreleri bulunmaktadir.

Yapragin orta kismindan alinan enine kesitte mezofildeki iletim demetinin
yanlarinda yer alan hava kanallar bos olarak goriiliirken, dip kisminda ise dolu olarak
gozlenmektedir.

Epidermis yiizeyel kesitinde, epidermis hiicrelerinin yaprak boyuna paralel
olarak uzamus dikdértgenimsi, hiicre geperlerinin kalin ve basit gegitlerin belirgin
oldugu goriilmiigtiir. D6t komsu hiicreli stomanin ekseninin de yaprak boyuna paralel

oldugu saptanmistir (Resim 25, Resim 26).
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Resim 22. Yaprak Enine Kesit

a-Ust Epidermis, b-Stoma, c-Parenkima Hiicresi, d-Floem e-Ksilem f-Hava
Kanali, g-Alt Epidermis



Resim 23. Yaprak Enine Kesit
¢-Ksilem, d-Floem, e-Parenkima Hiicresi,

a-(st Epidermis, b-Stoma,
f£-Alt Epidermis

e
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Resim 24 Yaprak Yiizeye! Kesitte Rafit Demeti

idermiste Stoma

Resim 25. Yaprak viizeyel Kesitte Ust Ep
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Resim 26. Yaprak Yiizeyel Kesitte Alt Epidermiste Stoma

5. SPATAYA AiT INCELEME VE BULGULAR

Spata genel olarak bitkinin yaprak yapisma benzer bir anatomik yapi
gostermektedir (Resim 27). i¢ epidermis hiicrelerinin ezilmis, basilmis veya yassi,
ancak lateral geperlerinin sigkin oldugu goériilmektedir. Spatanin ortasindan yanlara
dogru gidildikge, i¢ epidermis hiicreleri yassilasarak, ventral ve dorsal geper birbirine
temas eder duruma gelmekte ve lateral geper oldukga kalin (tespih gibi) goriinmektedir.
Spatanin ince zar gibi olan kisimlarinda parenkimatik hiicreler yer almamakta ve iki
epidermis birbirine yapisik halde goriilmektedir. Bazi kesitlerde, iletim demetine yakin
olan i¢ epidermis hiicreleri normal biiyiikliikte, dorsal, ventral veya lateral geperleri ince

olarak da goriilebilmektedir (Resim 28, Resim 29).
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Resim 27. Spata Enine Kesit Genel Goriiniig
a-Dis (abaksial) Epidermis, b-I¢ (adaksial) Epidermis

Resim 28. Spata Enine Kesitte Spata Ucu
a-Dig (abaksial) Epidermis, b-i¢ (adaksial) Epidermis
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Resim 29. Spata Enine Kesitte iletim Demeti
a-Dig (aba}(Sial) Epidermis, b-Stoma, c-Parenkima Hiicreleri, d-Floem, e-
Ksilem, f-I¢ (adaksial) Epidermis
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6. CICEGE AT INCELEME VE BULGULAR

a. Cigek sap1

Genellikle daire veya oval seklinde, nadiren koseli olan gigek sapmin kiitikulasi
boyuna gizgiciklidir (Resim 30, Resim 31). Epidermis hiicrelerinin dorsal geperleri,
yapraktaki gibi oldukga kalindir. Ventral geperler dorsale gore, lateral ¢eperlerin ki ise
ventrale gore incedir.

Epidermisin i¢ kismunda ilk ii¢ siradaki parenkima hiicrelerinin geperleri
merkeze dogru incelmekte ve hiicreler arasi bosluklar azalmaktadir. Bu parenkima
hiicrelerinin i¢ kismindaki hiicrelerin, hiicre arast bosluklart daha genistir. Cigek sap1

kalinhigina gére 4-12 adet kolateral iletim demeti bulunmaktadir.

Resim 30. Cigek Sap1 Enine Kesit Genel Goriinilg
a-Epidermis, b-Parenkima Hiicresi, c-Hava Kanali, d Iletim Demeti



94

Resim 31. Cigek Sap1 Yiizeyel Kesit Genel Goriiniisiinde Kiitikula Kivrimlar
a-Epidermis Hiicresi, b-Stoma

b. Dis tepal

Resim 32. D1s Tepal Enine Kesit
a-Dis Epidermis, b-iletim Demeti, c-I¢ Epidermis
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Epidermisin i¢ kisminda 1. ve 2. sira parenkima hiicreleri arasinda ve iletim
demeti ¢evresinde kloroplast igermeyen bazi hiicrelerin igerisinde de rafit demetleri
goriilmektedir.

Dis tepal enine kesitinde, dis epidermisin kuvvetli papilli ve kutikulas: gizgicikli,
i¢ epidermisin ise hafif papilli, kiitikulasinin noktacikli oldugu gézlenmistir.

Mezofil, igerisinde koleteral iletim demeti bulunan ve ince ¢eperli parenkimatik
hiicrelerden olugmaktadir (Resim 32). Bu parenkimatik hiicrelerin bazilar1 rafit
tasimaktadir. Dig ve i¢ epidermis hiicreleri yiizeyel olarak incelendiginde, epidermis
hiicrelerinin ¢eperlerinin diiz besgen veya altigen seklinde koseli ve nukleuslarin

belirgin oldugu saptanmugtir (Resim 33, Resim 34).

Resim 33. Dis Tepal Yiizeysel
Kesitinde Dis Epidermis

Resim 34. Dig Tepal Yiizeysel
Kesitinde I¢ Epidermis
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c. lIg Tepal

I¢ tepal ile dis tepalin anatomik yapilari benzer olmakla birlikte, dis epidermiste

yer alan papillerin daha kuvvetli oldugu tespit edilmistir (Resim 35).

Resim 35. i¢ Tepal Dis Epidermis

d. Anter

Anter enine kesitinde, epidermis hiicrelerinin ince geperli, biiyiik, dig yiizeye
dogru kuvvetli papilli, endotesyum hiicrelerinin ise yassi, odunlagmis gepere sahip
oldugu tespit edilmigtir (Resim 36, Resim 37, Resim 38). Endotesyumdaki agsi

kalinlagma yiizeyel kesitlerde karakteristik olarak izlenmektedir (Resim 39).

Resim 36. Anter Enine Kesitte Epidermiste Papiller



Resim 37. Anter Enine Kesit Genel Goriiniig

Resim 38. Anter Yiizeysel Kesitte Epidermiste Papiller
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Resim 39. Anter Endotesyumu

e. Filament
Filamentte, kiitikula boyuna ¢izgili ve dikdortgenimsi epidermis hiicreleri

oldukea uzun ve ince geperlidir (Resim 40).

Resim 40. Yiizeyel Kesitte Filament Epidermis
Hiicrelerinin Kiitikula Kivrimlari
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7. MEYVAYA AIT iINCELEME VE BULGULAR

Meyva enine kesitinde, eksokarp hiicrelerinin dorsal ¢eperinin oldukga kalin, lateral ve
ventral geperlerin daha ince oldugu saptanmigtir (Resim 41). Stomalar epidermis

igerisine gomiilmiistiir. Mezokarp hiicreleri ekzokarptan endokarpa dogru biiytimekte

PAR IR AT 3 oo

Resim 41. Meyve Enine Kesit Genel Goriiniis
a-Ekzokarp, b-Stoma, c-Mezokarp Hiicreleri, d-iletim Demeti, e-Endokarp
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ve geperleri de incelmektedir. Endokarp hiicrelerinin dorsal ve ventral geperleri ince,
lateral geperleri ise kalinlagmis ve odunlasmis bir yap1 gostermektedir.

Ekzokarp ve endokarp yiizeysel olarak incelendiginde, hiicrelerin besgen veya
altigenimsi ve kalin geperli oldugu gériilmektedir. Ekzokarpta yer alan 4-5 komsu
hiicreli stomalarin iizerini, stoma eksenine dikey ¢izgili kiitikula 6rtmektedir (Resim 42,

Resim 43, Resim 44).

Resim 42. Meyve Yiizeysel Kesitinde Stoma ve Stoma Uzerindeki Kiitikula Cizgileri



Resim 44. Endokarp Yiizeysel Kesit
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8. TOHUMA AiT iNCELEME VE BULGULAR

Tohumda, testa ezilmis besi doku, endosperma ve embriyo bulunmaktadir. Testa
ince geperli bir sira hiicreden olugmaktadir. Yag ve protein tasiyan hekzagonal
endosperma hiicrelerinin geperleri oldukg¢a kalindir ve basit gegitleri belirgindir (Resim
45, Resim 46).

Embriyo ince geperli parenkimatik hiicrelerden olusmaktadir. incelendiginde

karakteristik bir yap1 saptanamamugtir.

Resim 45. Tohum Enine Kesit
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B. MiKROSKOBIK BULGULAR

1. I¢g ve Iyg Kodlu Bulbus Galanthi Toz Droglarinin Mikroskobik Olarak

incelenmeleri

Cigekli ve meyvali Bulbus Galanthi toz drogunun mikroskobik olarak
incelenmesinde herhangi bir farkhillk goriilmemistir. Her iki toz drogun
mikroskobik olarak incelenmesinde, sogamin i¢ kismindaki canli yapraklara ait

icerisinde bol miktarda nigasta ve rafit kristali tasiyan doku pargalarina (Resim 47),

Resim 47. Parenkima Hiicrelerinde Nisasta ve Rafit Demeti
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sogan yapraklarina ait epidermis hiicrelerine (yiizeysel goriiniiste) (Resim 48), soganin
cansiz dis yapraklarina ait stiberinlesmis doku pargalarina (Resim 49), hiicre disina
¢ikmis nisastaya ve rafit demetlerine sikga rastlanmaktadir. Kahverengi renkli cansiz

(6lii) dis yaprak epidermisi tizerinde geligmis mantar hifleri de saptanmstir (Resim 50).

Resim 48. Sogan Epidermis

Emici tily igeren kok pargalari ile odun borulari boyuna olarak gériinmektedir

(Resim 51, Resim 52).

2. Icu Kodlu Herba Galanthi Toz Drogunun Mikroskobik Olarak

incelenmesi

Toz drogun mikroskobik incelenmesinde, ¢igege ait anter endotesyumu (Resim
53), polen (Resim 54, Resim 55), i¢ ve dis tepale ait papilli gigek epidermisine (Resim

56, Resim 57) stkea rastlanmaktadir.
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Resim 49. Siiberinlegmis Doku Parcalar

Resim 50. Sogan Dis Yapraginda Mantar Hifleri
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Resim 51. Kok Pargast
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Ayrica rafit igeren parenkimatik hiicreler, anamositik tip stoma tagiyan ince, uzun
ve diiz ¢eperli epidermis hiicreleri igeren yaprak ve govdeye ait doku pargalari da bol
miktarda goriilmektedir (Resim 58, Resim 59). Nadiren papilli stigma da gozlenmistir

(Resim 60).

i

Resim 53. Anter Endotesyumu

Resim 54. Polen Resim 55. Igi Bosalmis Polen
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Resim 56. Papilli Epidermis (Ustten) Resim 57. Anter Pargasi
a-Papil, b-Endotesyum

Resim 58. Yaprak Epidermisi
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Resim 59. Yaprak Epidermisi

Resim 60. Stigma
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3. Imu Kodlu Herba Galanthi Toz Drogunun Mikroskobik Olarak

incelenmesi

Meyvali haldeyken toplanmus olan bitkiden hazirlanmis olan Herba Galanthi toz
drogunun mikroskobik olarak incelenmesinde, bol miktarda yaprak ve govdeye ait yesil
renkli doku pargalar gériilmiistiir. Uzeri stoma eksenine dikey olarak ¢izgili kiitikula ile

ortiilii stoma tagiyan ekzokarp pargalarina az oranda rastlanmaktadir (Resim 61).

Resim 61. Meyva Ekzokarp
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II. KALITE KONTROL VE MIKTAR TAYINI CALISMALARINA AiT

BULGULAR

A. NEM MIKTAR TAYINi

Alman Farmakopesi’nin (77) genel kisminda belirtilen yéntem esas alinarak Icg,

Ich, I, Imu kodlu &mekler tizerinde ayn ayri olmak iizere ii¢ paralel deney yapildi. Bu

deneylerde elde edilen sonuglar agagida yer almaktadir (Tablo 11-Tablo 14).

Drog Miktar (g)

% Nem Miktar:

1.0001 9.509
1.0002 9.538
1.0002 9.268

Ortalama % Nem Miktari: 9.438

Tablo 11. Icp Omeginde Yapilan Nem Miktar Tayini Sonuglart

Drog Miktar (g) % Nem Miktar
1.0000 8.840
1.0000 8.810
1.0000 8.790

Ortalama % Nem Miktari: 8.813

Tablo 12. Icy Omeginde Yapilan Nem Miktar Tayini Sonuglari
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Drog Miktar (g) % Nem Miktari
1.0000 9.620
1.0000 9.450
1.0000 9.710

Ortalama % Nem Miktar: 9.593

Tablo 13. Iys Omeginde Yapilan Nem Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktar (g) % Nem Miktar:
1.0000 9.950
1.0000 10.030
1.0000 9.920

Ortalama % Nem Miktar1: 9.967

Tablo 14. Iyy Omeginde Yapilan Nem Miktar Tayini Sonuglart

B. TOTAL KUL MIKTAR TAYINI

Alman Farmakopesi’nin genel kisminda belirtilen yontem esas alinarak Icg, Ich,
Ims, Imu  kodlu érnekler iizerinde ayn ayn olmak iizere ii¢ paralel deney yapildi. Bu

deneylerde elde edilen sonuglar agagida yer almaktadir (Tablo 15-Tablo 18).

Drog Miktar (g) % Total Kiil Miktar
1.0001 15.688
1.0002 16.097
1.0001 16.668
Ortalama % Total Kiil Miktan: 16.151

Tablo 15. Icg Omeginde Yapilan Total Kiil Miktar Tayini Sonuglari



Drog Miktan (g) % Total Kiil Miktar
1.0000 8.890
1.0003 8.607
1.0001 9.069
Ortalama % Total Kiil Miktar1: 8.855

Tablo 16. Icy Omeginde Yapilan Total Kiil Miktar Tayini Sonuglari

Drog Miktan (g) % Total Kiil Miktar:
1.0003 10.167
1.0004 9.056
1.0003 10.607
Ortalama % Total Kiil Miktar1: 9.943

Tablo 17. Ius Omeginde Yapilan Total Kiil Miktar Tayini Sonuglar
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Drog Miktan (g) % Total Kiil Miktar
1.0000 8.730
1.0001 8.659
1.0000 8.420
Ortalama % Total Kiil Miktan: 8.603

Tablo 18. Iyy Omeginde Yapilan Total Kiil Miktar Tayini Sonuglart

C. SULFAT KULU MIiKTAR TAYINi

Alman Farmakopesi'nin genel kisminda belirtilen yéntem esas alinarak Icg, Ich.
Ims, Imu  kodlu 6mnekler iizerinde ayn ayn olmak tizere ii¢ paralel deney yapildi. Bu

deneylerde elde edilen sonuglar asagida yer almaktadir (Tablo 19-Tablo 22).



Drog Miktan (g) % Siilfat Kiilii Miktar1
1.0003 20.134
1.0001 20.008
1.0003 20.584

Ortalama % Siilfat Kiilii Miktari: 20.302

Tablo 19. Icp Omeginde Yapilan Siilfat Kiilii Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktarn (g)

% Siilfat Kiilii Miktar:

1.0002 11.568
1.0002 11.678
1.0002 11.688

Ortalama % Siilfat Kiilii Miktari: 11.645

Tablo 20. Icy Omeginde Yapilan Siilfat Kiilii Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktar (g)

% Siilfat Kiilii Miktar

1.0000 12.750
1.0002 12.707
1.0003 12.306

Ortalama % Siilfat Kiilii Miktari: 12.588

Tablo 21. Iyp Orneginde Yapilan Siilfat Kiilii Miktar Tayini Sonuglari

Drog Miktar (g) % Siilfat Kiilii Miktar
1.0003 12.046
1.0002 12.458
1.0003 12.096

Ortalama % Siilfat Kiilii Miktar1:12.200

Tablo 22. Iyy Omeginde Yapilan Siilfat Kiilii Miktar Tayini Sonuglari
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D. DROGLARIN L.T.K iLE SAFLIK VE KALITE KONTROLU

Ra, Ics. Icn, Ivb, Ivn, Ik ve Ry kodlu ornekler, yanyana olmak iizere, 0.25 mm
kalinhginda, 20X20 cm boyutlarmdaki Kieselgel 60 Fass (Merck) hazir kromatografi
plagma uygulandi. Benzen- kloroform-metanol-amonyum hidroksit (% 25) (8:9:3:2
damla) ¢oziicii sistemi igerisinde starttan itibaren 17 cm yiikselecek sekilde ardarda iki
kez develope edilen kromatografi plaginin 254 ve 366 nm dalga boylarindaki UV 151k
altinda gekilen fotograflart Resim 4 ve Resim 5 de, Dragendorff reaktifi

piiskiirtiildikten sonra gekilen fotografi ise Resim 6 da goriilmektedir.

Galanthamine’nin Rydegeri 0.56 ve Lycorine’nin Ry degeri 0.4 diir.

Resim 4. Galanthamine ve Lycorine'in Teshisi igin 254 nm Dalga Boyundaki UV Isik

Altinda Cekilen Fotograf



116

Resim 5. Galanthamine ve Lycorine'in Teshisi Igin 366 nm Dalga Boyundaki UV Isik
Altinda Cekilen Fotograf

Resim 6. Galanthamine ve Lycorine'in Teshisi Igin Dragendorff Belirteci

Piiskiirtiildiikten Sonra Cekilen Fotograf
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E. TOTAL ALKALOIT MiKTAR TAYINi

Yapilan deneylerde Ics, Ich, Ivs, Iy kodlu émeklerin her birinden ayr ayn bes
paralel ¢aligma gergeklestirilmistir. Sonuglar kuru drog ve galanthamine iizerinden

yiizde olarak hesaplanmak suretiyle verilmistir (Tablo 23-Tablo30).

Drog miktari (g) % Total Alkaloit
6.0998 0.0164
6.1339 0.0151
6.1087 0.0193
6.1602 0.0185
6.1569 0.0145

Tablo 23. Icp Kodlu Ornege Ait Total Alkaloit Miktar1 Sonuglar

N Mean | Median | St. Deviation | Min Max Q Q:
0.0168 | 0.0164 | 0.0021 0.0145 | 0.0193 | 0.0148 | 0.0189

Tablo 24. Icp Kodlu Ornekteki Total Alkaloit Miktar1 Sonuglarinin Istatistiksel Olarak

Degerlendirilmesi
Drog miktarn (g) % Total Alkaloit
6.1044 0.0152
6.1076 0.0152
6.0950 0.0192

6.1025 0.0152
6.1708 0.0185 sg

Tablo 25. Icy Kodlu Omege Ait Total Alkaloit Miktar1 Sonuglart

RETIY
ON

7
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N Mean | Median | St. Deviation Min Max Q Q
0.0167 | 0.0152 0.0020 0.0152 | 0.0192 | 0.0152 | 0.0189

Tablo 26. Icy Kodlu Ornekteki Total Alkaloit Miktart Sonuglarimin istatistiksel Olarak

Degerlendirilmesi

Drog miktari (g) % Total Alkaloit
6.0735 0.0152
6.0708 0.0152
6.0825 0.0153
6.1219 0.0146
6.1239 0.0186

Tablo 27. Iyg Kodlu Ornege Ait Total Alkaloit Miktar1 Sonuglan

N Mean | Median | St. Deviation Min Max Q Q,
0.0158 | 0.0152 0.0016 0.0146 | 0.0186 | 0.0149 | 0.0170

Tablo 28. Iys Kodlu Ornekteki Total Alkaloit Miktar1 Sonuglarinin Istatistiksel Olarak

Degerlendirilmesi
Drog miktari (g) % Total Alkaloit
6.0574 0.0874
6.0609 0.0714
6.0600 0.0874
6.0634 0.0833
6.1190 0.0724

Tablo 29. Iyy Kodlu Omege Ait Total Alkaloit Miktar1 Sonuglan

2C. YOXSEKOGRETIM KURULY
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N Mean

Median

St. Deviation

Min

Max

Q

Q

0.0804

0.0833

0.0079

0.0714

0.0874

0.0719

0.0874

Tablo 30. Iyy Kodlu Ornekteki Total Alkaloit Miktar1 Sonuglarinin Istatistiksel Olarak
Degerlendirilmesi

F. LYCORINE VE GALANTHAMINE’IN MiKTAR TAYINI

1. LYCORINE VE GALANTHAMINE ICIN I.T.K. YONTEMIYLE ON

ARASTIRMALAR

Drog &reklerinde &lgiilebilecek miktarda galanthamine ve lycorine bulunup

bulunmadigina dair galigmalar yapilmistir. Bu amagla yapilan deneylere ait fotograf ve

spektrumlar, standart olarak kullamilan lycorine ve galanthamine’e ait spektrum ve

fotograflarla birlikte verilmistir.
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a. Lycorine i¢in Yapilan On Arastirmalar
+2.50A
898>
+0.00A
200.9 50.8CNM/DIV.) 4000

Sekil 1. Standart Olarak Kullamlan Lycorine’e Ait UV Spektrumu
[N max (MeOH) (log €) 291.8 (3.57), 211.2 (3.74)]

+0.00R

; NI
200.0 50.8¢NM/DIV.) 400.9

Sekil 2. Py Kodlu Plaktan Alinan ve Lycorine Oldugu Diisiiniilen Bilesigin UV
Spektrumu



Resim 7. 254 nm Dalga Boyundaki UV Isik Altinda Cekilen Fotograf

Resim 8. 366 nm Dalga Boyundaki UV Isik Altinda Cekilen Fotograf
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+2.00A

R-818.>

+8.0808A

N
200.8 S8.8CNM/DIV.) 408.8

Sekil 3. P,+P3+P; Kodlu Plaklardan Alinan ve Lycorine Oldugu Diisiiniilen
Bilesigin UV Spektrumu

Resim 9. 254 nm Dalga Boyundaki UV Isik Altinda Cekilen Fotograf



Resim 10. 365 nm Dalga Boyundaki UV Isik Altinda Cekilen Fotograf

b. Galanthamine icin Yapilan On Arastirmalar

+2.50R
9.5009
CA/DIV.)
+8.00A
200.0 S8.8¢CNM/DIV.) 490’.‘5

Sekil 4. Standart Olarak Kullanilan Galanthamine’e ait UV Spektrumu

[N max (MeOH) (log €) 287.4 (3.61), 215.4 (4.29)]
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+1.80AR
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Sekil 5. Ps Kodlu Plaktan Alinan Banda Ait UV Spektrumu

Resim 11. 254 nm Dalga Boyundaki UV Isik Altinda Cekilen Fotograf



Resim 12. 365 nm Dalga Boyundaki UV Igik Altinda C'ekilen Fotograf
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Sekil 6. Py+P;+Pg kodlu Plaklardan Alinan ve Galanthamine Oldugu Diisiiniilen

Bilesigin UV Spektrumu
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+1.00AR
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Sekil 7. Pg+P+Pg kodlu Plaklardan Alinan ve Galanthamine Oldugu Diistiniilen
Bilesigin UV Spektrumu

Resim 13. 254 nm Dalga Boyundaki UV Isik Altinda Cekilen Fotograf
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Resim 14. 365 nm Dalga Boyundaki UV Isik Altinda Cekilen Fotograf

2. LYCORINE'IN I.TK iLE KOMBINE EDILMIS

SPEKTROFOTOMETRIK YONTEMLE MIiKTAR TAYINi

a. Tek Asamah Uygulama ile Lycorine Miktar Tayini

Metodlar kisminda anlatilmis olan ve bu sekilde hazirlanan lycorine standart
egrisine (tek agamalr) ait absorbanslar 292 nm dalga boyunda UV-160 A Shimadzu
spektrofotometresinde 6lgiildii. Olgiilen absorbans degerleri (Tablo 31) gizilen 6lgii

egrisi (Sekil 8) ve regresyon denklemi agagida yer almaktadir.



Uygulanan hacim (ul) Olgiilen Absorbans Degeri
80 0.138
120 0.193
170 0.283
200 0.340
250 0.420
270 0.447
300 0.512

Tablo 31. Lycorine Igin Olgiilen Absorbans Degerleri

Absorpsiyon

Konsantrasyon (ug/ pl)

Sekil 8. Lycorine Standart Olgii Egrisi ( Tek Asamali)
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Drog miktari (g) 6.0753 | 6.0753 | 6.0747 | 6.0747
Cozelti miktari(ml) 2.5 2.5 25 2.5
1.T.K. ne tatbik edilen miktar (ml) 1 1 1 1
Absorbans 425 350 449 437
% Lycorine 0.0052 | 0.0042 | 0.0055 | 0.0053

Tablo 32. Icg Omeginde Lycorine Miktar Tayini I¢in Yapilan Calisma
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Mean Median

St. Deviation

Min

Max

Q

Qs

0.0051 | 0.0053

0.0006

0.0042

0.0055

0.0045

0.0055

Tablo 33. Icg Kodlu Omek Igin Yapilan Calisma Sonuglarimin Istatistiksel

Olarak Degerlendirilmesi

Drog miktari (g) 6.0615 | 6.0650 | 6.0601 6.0988
Cozelti miktar: (ml) 2.5 2.5 2.5 2.5
I.T.K.ne tatbik edilen miktar (ml) 2 2 2 2
Absorbans 1200 1153 1586 1464
% Lycorine 0.0073 | 0.0070 | 0.0097 | 0.0089

Tablo 34. Icy Orneginde Lycorine Miktar Tayini Igin Yapilan Calisma

Mean | Median

St. Deviation

Min

Max

Q

Q

0.0082 | 0.0081

0.0013

0.0070

0.0097

0.0071

0.0095

Tablo 35. Icy Kodlu Omnek Igin Yapilan Galisma Sonuglarinin Istatistiksel

Olarak Degerlendirilmesi
Drog miktar: (g) 6.1294 | 6.1294 | 6.1105 | 6.1105
Cozelti miktar1 (ml) 2.5 2.5 2.5 2.5
I.T.K. ne tatbik edilen miktar (ml) 1 1 1 1
Absorbans 336 338 326 293
% Lycorine 0.0041 | 0.0041 | 0.0040 | 0.0036

Tablo 36. Ivs Omeginde Lycorine Miktar Tayini Igin Yapilan Caligma
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N Mean | Median | St. Deviation | Min Max Q Q;
0.0040 | 0.0041 0.0001 0.0036 | 0.0041 | 0.0037 | 0.0041

Tablo 37. Iys Kodlu Omek Igin Yapilan Calisma Sonuglannin Istatistiksel

Olarak Degerlendirilmesi

Drog miktari (g) 6.1009 | 6.1563 | 6.1569 | 6.1117
Cozelti miktar1 (ml) 2.5 25 | 25 2.5
I.T.K. ne tatbik edilen miktar (ml) 2 2 2 2
Absorbans 918 1033 1297 1074
% Lycorine 0.0056 | 0.0062 | 0.0078 | 0.0065

Tablo 38. Imu Omeginde Lycorine Miktar Tayini Igin Yapilan Calisma

N Mean | Median | St. Deviation Min Max Q Q;
4 0.0065 | 0.0064 0.0009 0.0056 | 0.0078 | 0.0058 | 0.0075

Tablo 39. Iyy Kodlu Ornek igin Yapilan Calisma Sonuglaninin Istatistiksel
Olarak Degerlendirilmesi

b. iki Asamah Uygulama ile Lycorine Miktar Tayini

Metotlar kisminda anlatilmig olan ve bu sekilde hazirlanan lycorine (iki
asamal1) standart serisine ait absorbanslar da yine 292 nm de Shimadzu UV-160
spektrofotometresinde 6lgiildil. Olgiilen absorbans degerleri (Tablo 40), bu degerler ile -

¢izilen 6lgii egrisi ve regresyon denklemi (Sekil 9) asagida yer almaktadir.



Uygulanan hacim (ul) Olgiilen Absorbans Degeri
80 0.135
120 0.175
170 0.254
200 0.293
250 0.362
270 0.405
300 0.470

Tablo 40. Lycorine I¢in Olgiilen Absorbans Degerleri

© o o000
N W A~ O,

Absorpsiyon

o

0 100 200 300 400
Konsantrasyon (pg/ pl)

Sekil 9. Lycorine Standart Olgti Egrisi (Iki Asamal)
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Drog miktar (g) 6.0753 | 6.0753 | 6.0747 | 6.0747
Cozelti miktari(ml) 2.5 2.5 2.5 2.5
LT.K. ne tatbik edilen miktar (ml) 1 1 1 1
Absorbans 176 155 262 238
% Lycorine 0.0024 | 0.0021 | 0.0036 | 0.0033

Tablo 41. Icp Omeginde Lycorine Miktar Tayini Igin Yapilan Calisma




132

N Mean | Median

St. Deviation Min

Max

Q, Qs

4 0.0029 | 0.0029

0.0007 | 0.0021

0.0036

0.0022

0.0035

Tablo 42. Icg Kodlu Omek Igin Yapilan Caligma Sonuglarmnin Istatistiksel

Olarak Degerlendirilmesi
Drog miktari (g) 6.0615 6.0650 6.0601 6.0988
Cozelti miktar1 (ml) 2.5 2.5 2.5 2.5
LT.K. ne tatbik edilen miktar (ml) 2 2 2 2
Absorbans 96 79 76 70
% Lycorine 0.0007 0.0005 0.0005 1| 0.0005

Tablo 43. Icy Orneginde Lycorine Miktar Tayini I¢in Yapilan Calisma

N Mean | Median

St. Deviation Min

Max

Q Qs

4 0.0006 | 0.0005

0.0001 | 0.0005

0.0007

0.0005

0.0007

Tablo 44. Icy Kodlu Ornek Igin Yapilan Calisma Sonuglarmin Istatistiksel

Olarak Degerlendirilmesi
Drog miktari (g) 6.1294 | 6.1294 | 6.1105 | 6.1105
Cozelti miktar1 (ml) 2.5 2.5 2.5 2.5
I.T.K. ne tatbik edilen miktar (ml) 1 1 1 1
Absorbans 165 161 124 121
% Lycorine 0.0022 | 0.0022 | 0.0017 | 0.0016

Tablo 45. Iys Omeginde Lycorine Miktar Tayini Igin Yapilan Calisma
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Mean

Median

St. Deviation

Min

Max

Q Qs

4 0.0019

0.0020

0.0003

0.0016

0.0022

0.0016 | 0.0022

Tablo 46. Iyp Kodlu Omnek I¢in Yapilan Calisma Sonuglarimn Istatistiksel

Olarak Degerlendirilmesi
Drog miktari (g) 6.1009 6.1563 6.1569 6.1117
Cozelti miktar: (ml) 2.5 2.5 2.5 2.5
I.T.K. ne tatbik edilen miktar (ml) 2 2 2 2
Absorbans 56 45 54 55
% Lycorine 0.0004 0.0003 0.0004 0.0004

Tablo 47. Iyy Ormeginde Lycorine Miktar Tayini Igin Yapilan Caligma

N Mean

Median

St. Deviation

Min

Max

Q Q;

4 0.0004

0.0004

0.0001

0.0003

0.0004

0.0003 | 0.0004

Tablo 48. Iy Kodlu Ornek I¢in Yapilan Caligma Sonuglarinin Istatistiksel
Olarak Degerlendirilmesi

3. YUKSEK BASINCLI SIVI KROMATOGRAFiSIi YONTEMI ILE

TESHIS VE MIKTAR TAYINI

a. Lycorine Miktar Tayini

Olgtimlerde bulunan degerler (Tablo 49), bu degerler ile gizilen &l¢ii eprisi ve

regresyon denklemi (Sekil 10) asagidadar.
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Konsantrasyon (ug | Tatbik Hacmi (¢l) Okunan Alanlar
0.034 5 110.450
0,068 5 243.330
0,102 5 343.340

Tablo 49. Lycorine Igin Okunan Alan Degerleri

Alan Dederi

Konsantrasyon {ug/ pl)

Sekil 10. HPLC lle Yapilan Miktar Tayininde Kullanilan Lycorine Standart Olgii Egrisi

Yiiksek basingh s1vi kromatografisiyle kuru drog iizerinden ve daha 6nce
belirtilen y6ntemle hesaplanmus lycorine miktar tayini sonuglan (Tablo 50-Tablo 57)

agafidadir.

Drog miktar1 | Uygulanan |Okunan Alan| % Lycorine
(g) miktar (ul) Degeri Miktari
3.9198 5 96.7121 0.0035
3.9198 5 78.3333 0.0028
3.9198 10 235.9103 0.0043
3.9198 10 237.4883 0.0039

Tablo 50. Icp Omeginde HPLC Yéntemiyle Lycorine Miktar Tayini Icin Yapilan
Calisma ‘
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Min
0.0028

N Mean
4 0.0036

Median
0.0037

St. Deviation
0.0006

Max Q, Qs
0.0043 | 0.0030 | 0.0042

Tablo 51. Icg Kodlu Ornek I¢in Yapilan Caligma Sonuglarmnimn Istatistiksel

Olarak Degerlendirilmesi
Drog miktan | Uygulanan |Okunan Alan | % Lycorine
(2) miktar (ul) | Degeri Miktan
2.9345 5 49.7960 0.0012
2.9345 5 54.9477 0.0013
2.9345 10 122.7620 0.0015
2.9345 10 121.3378 0.0015

Calisma

Tablo 52. Icy Omeginde HPLC Yontemiyle Lycorine Miktar Tayini Igin Yapilan

Mean

Median

St. Deviation

Min

Max Q

Qs

4 0.0014

0.0014

0.0002

0.0012

0.0015

0.0012

0.0015

Tablo 53. Icy Kodlu Omek I¢in Yapilan Galisma Sonuglarinm Istatistiksel

Olarak Degerlendirilmesi
Drog miktan | Uygulanan |OKkunan % Lycorine
(2) miktar (ul) | Alan Degeri | Miktan
12.1027 5 160,9494 0.0019
12.1027 5 175.9305 0.0021
12.1027 10 442.7423 0.0026
12.1027 10 445.5793 0.0026

Calisma

Tablo 54. Iyg Omeginde HPLC Yontemiyle Lycorine Miktar Tayini Igin Yapilan
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N Mean

Median

St. Deviation Min Max

Q Qs

0.0023

0.0024

0.0004 | 0.0019 | 0.0026

-0.0020 | 0.0026

Tablo 55. Iye Kodlu Omek i¢in Yapilan Caligma Sonuglarnin Istatistiksel

Olarak Degerlendirilmesi

Drog miktar Uygulanan Okunan Alan % Lycorine
(2) miktar (ul) Degeri Miktan
6.2483 5 51.6650 0.0006
6.2483 5 59.6027 0.0007
6.2483 10 133.6308 0.0008
6.2483 10 129.9638 0.0007

Tablo 56. Ivy Orneginde HPLC Yéntemiyle Lycorine Miktar Tayini Igin Yapilan

Calisma
N Mean | Median | St. Deviation Min Max (o) Qs
4 0.0007 { 0.0007 { 0.0001 0.0006 | 0.0008 | 0.0006 | 0.0008

Tablo 57. Iuu Kodlu Ornek Igin Yapilan Calisma Sonuglarimin Istatistiksel

Olarak Degerlendirilmesi
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Lycorine Miktar Tayinine Ait Kromatogramlar:

YWD A, Wavelength=290 nm (ANSIG10298.D)

Sekil 11. Standart Lycorine’e ait Kromatogram

Sekil 12. Icp Kodlu Omegin Normal ve Genisletilmis Kromatogramlar
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VD1 A, Wavelength=280 nm (A\SIG10313.D)

mAU
18

10

Sekil 14. Iyp Kodlu Ornegin Normal ve Genisletilmis Kromatogramlar



139

VWD1 A, Wavelength=280 nm (A:\S1610319.D)

Sekil 15. Iy Kodlu Omegin Normal ve Genigletilmis Kromatogramlan

b. Galanthamine'in Teshisi

Galanthamine’in teshisi igin yapilan HPLC ¢alismalarinda elde edilen
kromatogramlar agagidadir.

YWD1 A, Wavelength=288 nm (ANSIG10410.D)

Sekil 16. Standart Galanthamine’nin HPLC Kromatogram
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VWD A, Wavelength=283 nm (A:S1G10406.D)

88
8 &

VWD 1 A, Wavelangth=283 nm (A:\SIG10408.D)

mAU
043 g
~T
03 ~.
02 .

0.1

Sekil 17. Icp Kodlu Omegin Normal ve Genisletilmis Kromatogramlari

YWD1 A, Wavelength=280 nm (A:S16:10405.D)

mAU 3
104

5

5
ELE
0

Sekil 18. Icp Kodlu Ornegin Galanthamine fle Kangimina Ait Kromatogram
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VD1 A, Wavelength=280 nm (AASIG10415.D)

Sekil 19. Icy Kodlu Ornegin Normal ve Genisletilmis Kromatogramlart

VWD 1 A, Wavelength=289 nm (AXSI610418.D)

Sekil 20. Icy Kodlu Ornegin Galanthamine fle Karigimina Ait Kromatogram
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VWD A, Wavelength=289 nm (ANSIG10412.D)
1 <

Sekil 21. Iyg Kodlu Ormegin Normal ve Genisletilmis Kromatogramlar

VD1 A, Wavalength=289 nm (A%51610413.D)

¥

Sekil 22. Typ Kodlu Omegin Galanthamine {le Kanigimina Ait Kromatogram
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VWD1 A, Wavelength=289 nm (A1S1610422.D)

VWD1 A, Wavelangth=239 nm (A:\S1610422.D)

Sekil 23. Iy Kodlu Omegin Normal ve Genisletilmis Kromatogramlar

VD1 A, Wavelength=288 nm (ANSIG10423.D)

-~

8

"

Sekil 24. Iy Kodlu Omegin Galanthamine fle Kanigimina Ait Kromatogram
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1. BIYOLOJIK AKTIVITE TAYINi ESLiGINDE iZOLASYON VE
YAPI AYDINLATMA CALISMALARINA AIT BULGULAR

A. BRINE SHRIMP LETALITE DENEYLERINDE ELDE EDILEN
BULGULAR

Galanthus nivalis L. subsp. cilicicus (Baker) Gottlieb-Tannenhain bitkisinin
total alkol ve alkaloit ekstreleri lizerinde uygulanan brine shrimp letalite deneyi
sonucunda elde edilen verilerin ilgili Dbilgisayar programi yardimiyla

degerlendirilmesiyle elde edilen LCsy degerleri Tablo 58 de sunulmugtur.

Ornekler ppm LCso
Total Alkol Ekstresi 1000:100:10 643.4949
Total Alkaloit Ekstresi 1000:100:10 42.6926

Tablo 58. Total Alkol ve Alkaloit Ekstreleri Uzerinde Yapilan Brine Shrimp
Letalite Deneyi Bulgulari

Galanthus nivalis L. subsp. cilicicus (Baker) Gottlieb-Tannenhain bitkisinin
total alkaloit ekstresinin silika jel siitunda fraksiyonlandirlmasiyla elde edilen ana
fraksiyonlarin, Brine shrimp letalite deneyi ile test edilen sitotoksik aktivitelerine iligkin
LCsp degerleri Tablo 59 da sunulmustur. Tabloda yer almayan ana fraksiyonlar, yeterli
miktarda olmamalan (<100 mg) nedeniyle s6zkonusu aktivite deneyine tabi

tutulamamuglardur.
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Fraksiyon No ppm LCs
6-7 500:50:5 43.5626
9-12 500:50:5 134.8429

18-20 500:50:5 > 1000
25-29 500:50:5 > 1000
31-33 500:50:5 327.2673
34-35 500:50:5 > 1000
36-38 500:50:5 > 1000
39-43 500:50:5 > 1000
44-47 500:50:5 > 1000
48-50 500:50:5 > 1000
51-54 500:50:5 > 1000
55-59 500:50:5 513.2960
60-65 500:50:5 > 1000
74-83 500:50:5 > 1000
84-90 500:50:5 > 1000
Kolsisin 500:50:5 0.3018

Tablo 59. Alkaloit Ekstresinin Ana Fraksiyonlani Uzerinde Yapilan Brine
Shrimp Letalite Deneyi Bulgular

B. IZOLASYONLA ELDE EDIiLEN BILESIKLERE AiT BULGULAR

1. GI-1 BILESIGININ SPEKTRAL BULGULARI

[0 -54.9° (MeOH; ¢ 0.1)

IR (Spektrum 1)

v maks (KBr) 2919, 1756, 1503, 1475, 1378, 1248, 1238, 1115, 1036, 1030,989,

969, 929, 818, 742 cm’
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EI Kiitle (Spektrum 2)
m/z (%) 206 (1), 191 (14), 190 (100), 175 (3), 149 (3), 132 (4), 131 (3), 117 (3),

91 (5), 77 (4)

CIKiitle (Spektrum 3)

m/z 368 [M+H]"

ESI Kiitle (Spektrum 4)

m/z 413 [M +2 Na]*, 391 [M + Na] ", 368 [M+H] ".

"H NMR (Spektrum 5)

(600 MHz, CDCls) & 7.13 (1H, d, J= 7.9 Hz, H-2"), 6.93 (1H, d, /= 7.9 Hz, H-
3, 6.67 (1H, s, H-8), 6.40 (1H, s, H-5), 6.10 (2H, s, OCH,0), 5.848
ve 5.847 (2H, 2s, OCH;0), 5.62 (1H, d , J= 3.2 Hz, H-9), 4.02 (1H, d,
J=3.2 Hz, H-1), 3.06 (1H, dt, J= 10.9, 4.1 Hz, H-3), 2.74 (1H, ddd, /=
15.2, 10.8, 4.3 Hz, H-4), 2.53 (3H, s, NCH3), 2.52 (1H, td, /= 10.8,

3.1 Hz, H-3), 2.46 (1H, dt, J= 15.4, 3.5 Hz, H-4) ppm

Genisletilmis "H NMR (Spektrum 6)

13 ¢ APT (Spektrum 7)
(150 MHz, CDCl3) 6 167.0 (C-10), 148.8 (C-4"), 146.3 (C-6), 145.9 (C-7), 144.1
(C-5", 141.4 (C-1%, 130.0 (C-8a), 125.0 (C-4a), 116.0 (C-2), 112.9

(C-3", 109.8 (C-6"), 108.2 (C-5) 107.5 (C-8), 103.8 (OCH,0), 100.8
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(OCH,0), 82.8 (C-9), 66.1 (C-1), 51.3 (C-3), 45.0 (N-CH3), 29.7 (C-

4) ppm

'H,'H COSY-gs (Spektrum 8) (Tablo 60)
HMQC (Spektrum 9) (Tablo 60)

HMBC (Spektrum 10) (Tablo 60)
Genisletilmis HMBC (Spektrum 11)

NOESY (Spektrum 12) (Tablo 60)
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Spektrum 3. GI-1 Kodlu Bilegigin CI Kiitle Spektrurnu
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Spektrum 4. GI-1 Kodlu Bilegigin ESI Kiitle Spektrumu
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Spektrum 5. GI-1 Kodlu Bilesigin "H NMR Spektrumu
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Spektrum 9. GI-1 Kodlu Bilegigin HMQC Spektrumu
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2. GI-2 BILESiGININ SPEKTRAL BULGULARI

[o]p +67.4° (MeOH; c 0.14)

EI Kiitle (Spektrum 13)
m/z (%) 358 (M", 32), 205 (12), 163 (18), 152 (30), 151 (100), 150 (16), 137
(47), 131 (27), 124 (15), 123 (10), 109 (12), 103 (10), 81 (12), 81 (17),

77 (14), 65 (16), 55 (16), 53 (12)

'H NMR (Spektrum 14)

(600 MHz, CDCls) § 6.95 (1H, d, J= 1.2 Hz, H-2"), 6.91 (1H, d, /= 1.5 Hz, H-2),
6.893 (1H, d, J= 8.1 Hz, H-5), 6.890 (1H, d, J= 8.1 Hz, H-5"), 6.84
(1H, dd, /= 1.7, 8.1 Hz, H-6); 6.79 (1H, dd, J= 1.0, 8.1 Hz, H-6'), 4.86
(1H, d, /= 5.3 Hz, H-7"), 443 (1H, d, J= 7.1 Hz, H-7), 4.12 (1H, d, J=
9.5 Hz, H-9,,), 3.92 (3H, s, 3'-OCHz), 3.90 (3H, s, 3-OCHs), 3.86-3.82
(2H, m, H-9q, H-9'5,), 3.36-3.31 (2H, m, H-8', 9',), 2.91 (1H, dd, /=

6.9, 14.7 Hz, H-8) ppm

Genisletilmis "H NMR (Spektrum 15)

13 C APT (Spektrum 16)
(150 MHz, CDCl;) 8146.7 (C-3), 146.4 (C-3"), 145.3 (C-4), 144.6 (C-4"), 133.1

(C-1), 130.3 (C-1"), 119.2 (C-6), 118.4 (C-6"), 114.2 (C-5, C-5"), 108.5
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(C-2), 108.4 (C-2), 87.7 (C-7), 82.1 (C-7), 71.0 (C-9), 69.7 (C-9"),

56.0 (OCH3), 55.9 (OCH), 54.5 (C-8) 50.2 (C-8") ppm
'H,'H COSY-gs (Spektrum 17) (Tablo 61)
HMQC (Spektrum 18) (Tablo 61)
HMBC (Spektrum 19) (Tablo 61)

NOESY (Spektrum 20) (Tablo 61)

TC YORSRXOCRETIN KURULY
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3. GI-3 BILESIGININ SPEKTRAL BULGULARI

[op +36.3° ( MeOH; ¢ 0.11)

EI Kiitle (Spektrum 21)
m/z (%) 358 (M",16), 205 (10), 163 (22), 152 (31), 151 (100), 150 (22), 137 (50), 131
(37), 124 (18), 123 (11), 103 (14), 91 (12), 81 (17), 77 (18), 65 (20), 55 (27),

54 (10), 53 (15), 52 (10), 51 (10)

'H NMR (Spektrum 22)

(600 MHz, CDCl3) & 6.90 (2H, d, J= 1.6 Hz, H-2, 2", 6.89 (2H, d, /= 8.2 Hz, H-5, 5'),
6.82 (2H, dd, J= 1.7, 8.1 Hz, H-6, 6), 5.59 (2H, s, 4- ve 4-OH), 4.74 (2H, d,
J=4.2 Hz, H-7, 7', 4.25 (2H, dd, J= 6.8, 9.0 Hz, H-9, 9", 3.91 (6H, s, 3- ve
3'-OCH3), 3.88 (2H, dd, J= 3.5, 9.2 Hz, H-9, 9", 3.10 (2H, dd, J= 6.4, 4.5 Hz,

H-8, 8") ppm

13 C APT (Spektrum 23)
(150 MHz, CDCly) § 146.7 (C-3, 3"), 145.2 (C-4, 4, 132.9 ( C-1, 1", 119.0 (C-6, 6"),
114.3 (C-5, 5", 108.6 (C-2, 2, 85.9 (C-7, 7, 71.7 (C-9, 9"), 56.0 (3- ve 3"

OCH3), 54.2 (C-8, 8") ppm

'H,'"H COSY-gs (Spektrum 24) (Tablo 62)

HMQC (Spektrum 25) (Tablo 62)
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HMBC (Spektrum 26) (Tablo 62)

NOESY (Spektrum 27) (Tablo 62)
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4. GI-4 BILESiGIN SPEKTRAL BULGULARI

[o]p +21.9° (CHCI; ¢ 0.16)

UV (Spektrum 28)
Amax (MeOH) (log €) 224 (3.98), 269 (3.68), 307 (3.40) nm

Amax (MeOH+NaOH) (log €) 209 (4.03), 222sh (3.96), 270 (3.61), 307 (3.36) nm

IR (Spektrum 29)
v maks (KBr) 3443, 2921, 2360, 1614, 1451, 1372, 1278, 1219, 1123, 1078, 1049, 952

cm’!

EI Kiitle (Spektrum 30)
m/z (%) 326 (18), 325 (94), 324 (53), 311 (18), 310 (94), 308 (15), 283 (12), 282 (16),

280 (15), 165 (11), 152 (8), 77 (8), 58 (30)

CI Kiitle (Spektrum 31)

m/z 326 [M+H]"

"H NMR (Spektrum 32)

(600 MHz, CDCl3) § 6.84 (1H, d, J= 8.9 Hz, H-9), 6.83 (1H, d, /= 8.9 Hz, H-8), 6.63
(1H, s, H-3) 6.10 (1H, d, J= 0.9 Hz, OCH,0), 5.95 (1H, d, /= 0.9 Hz,
OCH,0), 3.91 (3H, s, OCH3), 3.13 (1H, ddd, /= 16.9, 11.6, 5.7 Hz, H-4),

3.07 (1H, dd, J= 13.6, 3.5 Hz, H-7), 3.02 (1H, dd, /= 11.4, 5.8 Hz, H-5),
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2.97 (1H, d, J= 12.8 Hz, H-6a), 2.65 (1H, dd, J= 16.3, 13.3 Hz, H-4), 2.53
(3H, s, NCHs), 2.50 (1H, td, J= 11.8, 3.7 Hz, H-5), 2.46 (1H, t, J= 13.4

Hz, H-7) ppm

Genisletilmis "H NMR (Spektrum 33)

13 C APT (Spektrum 34)

(150 MHz, CDCl3) & 148.3 (C-10), 146.1 (C-2), 142.9 (C-11), 140.6 (C-1), 129.5 (C-
7a), 129.0 (C-11c), 127.5 (C-3a), 127.0 (C-11b), 119.3 (C-8), 118.3 (C-
11a), 110.9 (C-9), 107.7 (C-3), 100.3 (OCH,0), 62.7 (C-6a), 56.2 (OCH;),

52.9 (C-5), 43.8 (NCHs), 35.2 (C-7), 29.7 (C-4) ppm

'H,"H COSY-gs (Spektrum 35) (Tablo 63)
Genisletilmis 'H,"H COSY-gs (Spektrum 36)
HMQC (Spektrum 37) (Tablo 63)

HMBC (Spektrum 38) (Tablo 63)

NOESY (Spektrum 39) (Tablo 63)
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H H 3) |PC/HMQC (B) HMBC ™H,’H COSY-gs NOESY
3 6.63 1077 C-1,C2,C4,C-1lc | H4 (52.65,3.13) H4
2 313 297 C-33,C5 H-3, H-4 (3 2.65), H-5 H-3, H-4 (5 2.65)
4 265 29.7 C-3a H-3, H-4 (5 3.13), H-5 H-3, H-4 (5 3.13), H-5 (5 3.02)
(5 2.50)
5 302 529 C-3a,C4, C-6a, NCH; | H4 (53.13), H-5 (52.50) | H-4, H-5 (5 2.50)
5 250 529 C-6a H4, H-5 (5 3.02) H-4, H-5 (5 3.02)
6a 297 62.7 C-7 A7 H-7(5 2.46)
7 307 352 C-6a, C-7a, C-8 H-8, H-7 (5 2.46), H-6a H-7(5 2.46)
7 246 352 C-6a,C-7a, C-8 H-8, H-7 (3 3.07), H-6a H-7(5 3.07), H-6a
8 6.83 1193 C-7,C9,C-10,C-11a | B-7 H-7(5 3.07)
9 6.34 110.9 C-7a, C8, C-11 OCH; OCH;
OCH0 | 6.10 1003 C-1,C2 — —
OCH,0 | 595 100.3 C-1,C2 - —n
OCH; | 391 56.2 C-10 H9 HS
NCH; | 2.53 4338 C-5,C-6a — 05 velveya -7

Tablo 63. GI-4 Bilesiginin 1D ve 2D NMR Spektral Bulgularn
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Spektrum 30. GI-4 Kodl Bilesigin EI Kiitle Spektrumu

Spektrum 31. GI-4 Kodl Bilesigin CI Kiitle Spektrumu
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5. GI-5 BILESIGININ SPEKTRAL BULGULARI
[a]p - 87.0° (MeOH; ¢ 0.096)

UV (Spektrum 40)

Amax (MeOH) (log €) 291 (3.93), 235 sh (3.84), 217 (3.92) nm

IR (Spektrum 41)
v maks (KBr) 3334, 2922, 2885, 1621, 1500, 1485, 1356, 1337, 1310, 1261,1239, 1132,

1039, 1001, 938, 879, 862, 842, 744 cm’!

'H NMR (Spektrum 42)

(300 MHz, CD;0D-CD;COOD [3:1]) & 6.98 (1H, s, H-11), 6.82 (1H, s, H-8), 5.970
ve 5.967 (2H, 2s, OCH,0), 5.78 (1H, brs, H-3), 4.58 (1H, s, H-1), 4.50
(1H, d, J= 13.9 Hz, H-7B), 4.25 (1H, m, H-2), 4.22 (1H, d, /= 14.4 Hz, H-
7a), 3.96 (1H, d, J= 11.5 Hz, H-16), 3.78 (1H, m, H-50), 3.52 (1H, m, H-

5B),2.99 (1H, d, J=11.6 Hz, H-15), 2.94-2.75 (2H, m, H-4c ve H-48) ppm

13 ¢ APT (Spektrum 43)

(75 MHz, CD;0D-CD;COOD [3:1]) § 149.8 (C-9), 148.1 (C-10), 137.6 (C-12), 130.5
(C-13), 125.4 (C-14), 123.0 (C-3), 108.8 (C-8), 106.4 (C-11), 102.9
(OCH;0), 71.8 (C-1), 70.1 (C-2), 62.1 (C-16), 55.2 (C-7), 54.3 (C-5), 38.2

(C-15), 30.3 (C-4) ppm
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6. GI-6 BILESIGIN SPEKTRAL BULGULARI

[olp + 11.9° (MeOH; ¢ 0.304)

'H NMR (Spektrum 44)

(300 MHz, CD;0D) 5 6.92 (1H, s, H-10), 6.54 (1H, s, H-7), 6.41 (1H, d, J= 10.1
Hz, H-1), 6.17 (1H, dd, /= 10.1, 4.8 Hz, H-2), 5.87 (2H, s, OCH,0),
4.29 (1H, d, /= 16.7 Hz, H-6), 4.27 (1H, m, H-3), 3.95 (1H, ddd , J=
7.0, 3.3, 0.9 Hz, H-11), 3.76 (1H, d, J= 16.8 Hz, H-6) 3.43 (1H, dd, /=
13.7,7.3 Hz, H-12), 3.41 (1H, dd, J= 13.1, 4.6 Hz, H-4a), 3.12 (1H,
dd, /= 13.8, 3.4 Hz, H-12), 2.24 (1H, td, J= 13.2, 4.4 Hz, H-4d), 1.80

(1H, dd, J= 13.3, 4.5 Hz, H-46) ppm

Genisletilmis 'H NMR (Spektrum 45, 46)

B C APT (Spektrum 47)

(75 MHz, CD;0D) & 148.2 (C-9), 147.7 (C-8), 137.1 (C-10a), 132.9 (C-2),
128.0 (C-1), 126.9 (C-6a), 107.8 (C-7), 104.3 (C-10), 102.2 (OCH;0),
81.0 (C-11), 64.7 (C-3), 63.8 (C-12), 63.7 (C-4a), 61.7 (C-6), 51.4

(C-10b), 33.1 (C-4) ppm
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Spektrum 45. GI-6 Kodlu Bilesigin Genisletilmis "H NMR Spektrumu

Spektrum 46. GI-6 Kodlu Bilesigin Genigletilmis 'H NMR Spektrumu
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7. GI-7 BILESIGININ SPEKTRAL BULGULARI

[o]p + 26.0° (CHCl;; ¢ 0.128)

'H NMR (Spektrum 48)

300 MHz ( CDCls) § 6.84 (1H, s, H-10), 6.57 (1H, d, J= 10.0 Hz, H-1), 6.48
(1H, s, H-7), 5.96 (1H, dd, /= 10.0, 5.2 Hz, H-2), 5.90 ve 5.89 (2H,
2d, /=1.4 Hz, OCH,0), 4.41 (1H, d, /= 16.7 Hz, H-6), 4.34 (1H, m,
H-3), 3.78 (1H, d , /= 16.8 Hz, H-6), 3.41 (2H, m, H-12, H-4a), 2.91
(1H, m, H-12), 2.18 (1H, m, H-11), 2.02 (1H, dd, /= 13.5, 2.4 Hz, H-
4), 1.93 (1H, td, /= 10.7, 6.0 Hz, H-11), 1.74 (1H, td, /= 13.5, 4.1 Hz,

H-4) ppm

Genisletilmis "H NMR (Spektrum 49, 50)

13 C APT (Spektrum 51)

100 MHz ( CDCls) & 146.2 (C-9), 145.8 (C-8), 138.2 (C-10a), 132.3 (C-1),
127.4 (C-2), 126.2 (C-6a), 107.0 (C-7), 102.8 (C-10), 100.8 (OCH;0),
64.0 (C-3), 62.8 (C-4a), 62.3 (C-6), 53.5 (C-12), 44.1 (C-10b), 44.1

(C-11), 32.6 (C-4) ppm

Genisletilmis '*C APT (Spektrum 52)
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TARTISMA

I. BOTANIK ARASTIRMALAR

Calismamizda, Tiirkiye'de yabani olarak yetisen 'ond6rt tiirden biri olan Galanthus
nivalis L. subsp. cilicicus (Baker) Gottlieb-Tannenhain bitkisinin tayininde yardimc1
olmak amaciyla bitkiden hazirlanan alkol materyalinden yararlanilarak kok, govde,
yaprak, meyva, tohum ve ¢igege ait anatomik karakterler belirlenmistir. Ayrica, Herba
ve Bulbus Galanthi  droglarina ait ileride hazirlanabilecek bir monografinin
hazirlanmasina yardimct olmak amaciyla, bu droglara ait toz drog 6mekleri anatomik
olarak da incelenmistir.

Bu ¢aligmalarda, yaprak epidermisini érten kutikulanin ince, amarillis tipinde
stomalari gémiik olan alt ve iist epidermis hiicrelerinin ventral geperlerinin, lateral
geperlere gore iki kat kalin, dorsal ¢eperlerin ise olduk¢a kalin oldugu gozlenmektedir.
Ust epidermisin i¢ kismindaki sikigik palisat parenkimasi, bunun i¢ kismnda da hiicre
aras1 bogluklan genis ve kloroplast igeren parenkima hiicreleri yer almaktadir.
Koleteral iletim demetleri arasinda bulunan hava kanallari, yapragin u¢ kismundan dip
kismma dogru gittikce ince geperli parenkimatik hiicreler ile doldurulmaktadir. Alt
epidermisin hemen i¢ kisminda hiicre aras1 bosluklan fazla olmayan 3-4 sira kloroplast
iceren parenkima hiicreleri bulunmaktadir. Bu bulgular literatiirler ile uyumludur (66,

238, 240, 287).
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Yaprak enine kesitinde, asimileme parenkimasi igerisinde (287) iletim demetine
yakin parenkima hiicreleri igersinde (240) ve alt ve iist mezofil hiicreleri igersinde veya
hava kanallarina yakin olan parenkimatik hiicrelerde (66) rafitlerin bulundugu
belirtilmektedir. Calismalarimiz sirasinda, rafitlerin hem iletim demeti ¢evresinde, ve
hem de iist ile alt mezofil hiicrelerinin birinci (palisat hiicreleri) ve ikinci sirasi
arasindaki ¢eperleri biraz daha kalin olan kloroplast icermeyen kiiglik hiicrelerin
bazilarinda bulundugu saptanmugtir. Bu hiicrelerin bazilarinda rafit bulunmamasinin,
kesit alinmasi sirasinda rafitlerin st veya alt kesitte kalmis olmasina baglh olabilecegi
kanaatine varilmistir.

Uzun dikdértgenimsi, hiicre geperleri kalin ve basit gegitleri belirgin olarak
saptanan epidermis hiicrelerinin, Galanthus genusu igerisinde minimal sistematik
degere sahip oldugu ve ileri derecede degiskenlik gosterdigi belirtilmistir (66, 240).

Kritik bir sistematik defere sahip olmadifi bildirilen (66) hava kanallarinin
bulunup bulunmayis1 ve biiyiikliigi, kesitin alindig1 yaprak bolgesine gore farklidik
gosterebilmektedir. Ug ve orta kisimlarinda hava kanah iyi bir sekilde goriiliirken, dip
kisma yakin yerlerden alinan kesitlerde hava kanallan goérillemeyebilir.

Monokotil bitkilerin k6k anatomik yapilarinda endodermisde kalinlagmanin, her
tarafta esit veya at nali seklinde oldugu rapor edilmistir (23, 266). Primer kok yapisi
gosteren G. nivalis L. subsp. cilicicus bitkisinin koklerinde ise, endodermiste kalinlagma
bulunmamakta ve kaspari seridi belirgin olarak goriilmektedir. G. ikariae Baker, G.
plicatus Bieb., G. rizehensis Stern bitkileri tizerinde anatomik galisma yapan $ahin
tarafindan da benzer kok anatomisi bulgulan bildirilmektedir (240). Ayrica kokiin bu
anatomik 6zelliklerinin, aymi familyada bulunan Leucojum aestivum L. tiiriiniin kokiinde

de benzer oldugu goriillmustiir (149).
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~ Govdeden alman enine kesitlerde elde edilen bulgular, diger ¢alismalarla uyum
gostermekte (240), bizim bulgularimizdan farkli olarak, gévde anatomisinde sistolit ve
kiibik kalsiyum okzalat kristallerine rastlandig1 da bildirilmektedir.

Tohum enine kesitinde testamin i¢ kisminda yer alan endosperma hekzagonal ve
kalin geperlidir. Basit ge¢itleri belirgindir ve parenkimatik hiicrelere sahiptir. Bu
dzellikler literatiir ile uyumludur (240).

Inceledigimiz bir kaynakta ¢icek anatomisinin sistematik deger tasimadig
belirtilmigtir (65).

Ayrica bazi Galanthus tiirlerinin polenlerinin 151k taramali ve gegirmeli elektron
mikroskobu ile morfolojik olarak incelendigi ve karsilagtirtldig ¢alismalar mevcuttur
(237, 239). Imkanlar elvermedigi i¢in halihazirda tarafimizdan gerceklestirilememis

olan bu tarz bir ¢aligmanin, gelecekteki aragtirmalarimizda yapilmasi planlanmaktadir.

II. KALITE KONTROL VE MIiKTAR TAYINI ARASTIRMALARI

Tezimizin konusunu olusturan Herba ve Bulbus Galanthi droglari, Canakkale ili,
Bayramig ilgesi, Kusgayir1 koyii, Colapbagi ve Kiilliigedik mevkiinde yabani olarak
yetisen Galanthus nivalis L. subsp. cilicicus (Baker) Gottlieb-Tannenhain bitkisinden
hazirlanmiglardir. Meyvali ve gigekli vejetasyon devrelerine ait ayn ayn drog émekleri
iizerinde, bunlarn kalite kontrolleri icin esas olabilecek bazi temel deneyler
gergeklestirilmigtir.

Kalite kontrol deneyleri igin, 10. Alman Farmakopesi’nde yer alan bazi ana

yontemler esas alinmugtir (77). Bu amagla amlan farmakopede yer alan, gravimetrik
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esash nem, total kiil ve siilfat kiilii miktar tayinlerine ait temel yontemler aynen veya
kismi degisikliklerle uygulanmigtir. Bu konuda Diinya Saglik Orgiitii (WHO) “Tibbi
Bitkisel Materyal Igin Kalite Kontrol Yéntemleri” (281) adh kitabinda yer alan total
kiil miktar tayini ydnteminden de yararlamlmgtir.

Drogun teshis ve saflik kontrolu i¢in, ince tabaka kromatografisi (I.T.K.)
calismalar uygulanmigtir.

Drog Oorneklerindeki total alkaloit miktari, DAB 10 da farkli drog
monografilerinde yer alan ydntemlerden yararlamlarak gelistirilmis olup, daha once
tarafimizdan Galanthus elwesii Hook. bitkisi iizerinde uygulanmis olan (74, 284)
titrimetrik esasli bir miktar tayini yontemi ile tayin edilmistir.

Aynca fizyolojik ve farmakolojik etkileri nedeniyle, drofun en &nemli
alkaloitlerinden olan galanthamine ve lycorine’nin miktar tayini igin de gesitli
¢alismalar yapilmistir. Bu amagla I.T.K. yéntemi ile kombine olarak yiiriitiilen 6n
aragtumalar ile alkaloitlerin varliklar1 tespit edilmis, tayin edilebilecek miktarda
olanlarin miktarlar1 spektrofotometrik ve yliksek basingli stvi kromatografisi (HPLC)

yontemleri ile tayin edilmistir.

A. NEM, TOTAL KUL VE SULFAT KULU MiKTAR TAYINi

Nem miktar tayini deneylerinde, ortalama degerler olarak, ¢igekli dénemde
toplanmus bitkinin toprak alt1 kismindan hazirlanmis drnek (Icg) i¢in % 9.438, gigekli
donemde toplanmis bitkinin toprak iistli kismindan hazirlanmus 6rnek (Icw) igin %

8.813, meyvali dénemde toplanmug bitkinin toprak alti kismindan hazirlanmis 6rnek
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(Imp) i¢in % 9.593 ve meyvali donemde toplanmus bitkinin toprak iistii kismindan
hazirlanmig 6rek (Iyg) igin % 9.967 nem orani saptanmistir.

Total kil miktar tayini deneyleri sonucunda, Icg kodlu dmegin % 16.151, Icn
kodlu 6rnegin % 8.855, Imp kodlu 6rnegin % 9.943 ve Ivy kodlu 6rnegin % 8.603 total
kiil i¢erdikleri bulunmustur.

Siilfat kiilii miktar tayini deneylerinin total kiil miktar tayinine gore daha sabit
sonuglar verebilecegi diigiincesiyle yaptigimiz ¢aligmanin sonucunda ortalama degerler
olarak, Icg kodlu 6rnek i¢in % 20.302, Icu kodlu 6rnek igin % 11.‘645, Ine kodlu 6rnek
icin % 12.588 ve Imy kodlu 6rnek igin % 12.200 oraninda siilfat kiilii saptanmistir.

Cahismamizda nem, total kiil ve siilfat kiilii miktar tayini ¢aligmalarinda elde
edilen sonuglar, bir fikir vermesi amaciyla, daha 6nce diger Galanthus genusu bitkileri

ile yapilan benzeri g¢aligmalarin sonuglart ile kargilagtirmali olarak ta gosterilmigtir

(Tablo 64).
Bitki Isimleri ve ToplandiklartYerler
Bitkinin G. elwesii | G. elwesii G. gracilis G.nivalis subsp.
Cahgilan (Akdag, }{amanlar dagy, (le Dag, cilicicus"f
Kism Izmir) Izmir) (61) Izmir) (Bayramig,
(74) (84) Canakkale)
Cigekli T. alt 9.365 6.8137 6.2378 9.438
Nem Miktar | Cicekli T. istii 9.103 8.0705 7.5716 8.813
Tayini (%) Meyvali T. alt1 8.946 8.1712 6.5500 9.593
Meyvali T. tistil | 7.665 7.3590 7.0395 9.667
i | Cigekli T. alt 18.79 18.3077 15.2755 20.302
i}"ﬁ‘t K08 | Cigeli Tustn | 12.07 10.4837 12.4192 11.645
,,/' arlayll | Meyvali T. alt 6.69 17.4070 18.0327 12.598
(%) Meyvali T. iistii | 13.98 15.8523 19.4993 12,200
Cigekli T. alt 13.879 15.4747 12.6875 16.151
ll;f.:ft‘ K,‘";' | Ciekli T.istii | 8.9567 7.8083 9.1022 8.855
,,/' arlaymb | nevvali T.altt | 4.6597 14.3170 16.1456 9.943
(%) Meyvali T. iistii | 9.5097 10.5776 17.7910 8.603

* Bu aragtirmada elde edilen sonuglar

Tablo 64. Bazi Galanthus Tiirleri Uzerinde Daha Once Yapilmig Olan Kalite

Kontrol Caligmalarina Ait Kargilastirmal: Sonuglar
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B. L.T.K. ILE SAFLIK KONTROLLERI

Droglarin 1.T.K. ile safhik ve kalite kontrolii igin yapilan ¢ahsmalarda, ¢6ziicii
sistemi olarak benzen-kloroform-metanol-amonyum hidroksit (8:9:3:2 damla)
kullanilmigtir. Developmandan sonra kromatografi plaklarinin fotograflari, dnce 254 ve
366 nm dalga boylarindaki UV 1sik altinda ve daha sonra Dragendorff reaktifi

piiskiirtiildiikten gekilmistir. S6zkonusu fotograflar, “Bulgular” kisminda sunulmustur.

C. TOTAL ALKALOIT MIKTAR TAYINi

Total alkaloit miktar tayini i¢in, daha 6nce Anabilim Dalimizda gelistirilmis olan
bir yéntem kullanilmugtir (74, 284). Total alkaloit igerigi, galanthamine’in molekiil
agirhigr tizerinden hesaplanmustir. Icy kodlu 6megin % 0.0152-0.0192 (St. Dev. 0.0020),
Icg kodlu 6rnegin % 0.0145-0.0193 (St. Dev. 0.0021), I My kodlu émegin % 0.0714-
0.0874 (St. Dev. 0.0079) ve Ivp kodlu drnegin ise % 0.0146-0.0186 (St. Dev. 0.0016)
arasinda degisen oranlarda total alkaloit igerdigi bulunmustur. Bu miktarlar kuru drog
agirliklan tizerinden hesaplanmistir. Ornekler arasinda en fazla total alkaloit miktarina

sahip olanin, meyval dSnemde toplanmis toprak {istli (Imy) oldugu saptanmugtir.

D. LYCORINE VE GALANTHAMINE MiKTAR TAYINI

Fizyolojik ve farmakolojik etkileri nedeniyle drogun en énemli alkaloitlerinden

olan galanthamine ve lycorine miktarlanimn tayini igin ¢esitli ¢galigmalar yapilmugtir. Bu

amagla, 6ncelikle I.T.K. ile kombine olarak yiiriitiilen 6n aragtirmalar ile alkaloitlerin
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varliklar1 saptanmig, s&zkonusu alkaloitleri igerdikleri saptanabilen 6rneklerde,
imkanlarimiz dahilinde olan UV spektrofotometrik ve olduk¢a hassas sonuglar veren
Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) miktar tayini y6ntemleri olmak tizere iki
farkl yéntem kullanmak suretiyle miktar tayini yapilmisgtir.

Miktar tayini ¢aliymalarina baglamadan 6nce yapilan 6n arastirmalarda, muhtelif
literatiirde yer alan ¢dziicii sistemleri derlenmis ve 6n deneyler sonrasinda 6rneklerimiz
i¢in en uygun olan ¢dziicii sistemi segilmistir. Bu uygulamalarin sonucunda elde edilen
kromatogramlarin fotograflari ve saflik kontrolii amaciyla ¢ekilen UV spektrumlari, bu
béliimiin “Bulgular” kisminda yer almaktadir.

Lycorine'in drog 6rneklerindeki varhgi, I.T.K. yoéntemiyle yapilan 6n arastirmalar
ile kamtlanmig, miktarlar1 hem spektrofotometrik olarak ve hem de HPLC ile tayin
edilmistir.

Galanthamine ile ilgili kontrol ¢aligmasinda, drog 6rneginin arttirilmasina ve daha
yliksek konsantrasyonlarla denenmesine ragmen anlamli bir kromatogram ve UV
spektrumu elde edilememigtir. Galanthamine’in, incelenen drog 6rmneklerinde
hesaplanabilir miktarda bulunmadign saptanmig ve bu bulgu, HPLC ile yapilan
calismalarla da dogrulanmugtir.

Tablo 65 de spektrofotometrik ve HPLC yéntemleriyle yapilmis olan miktar tayini
¢aligmalarindan edilen sonuglar toplu olarak verilmektedir. Elde edilen sonuglarda
yontem farkliligina bagh olarak baz: farkliliklar goriilmesine ragmen, sonuglar arasinda

belirgin bir uyumun varlig agik¢a goriilmektedir.
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Drog Ornekleri

Miktar Tayini Yontemi Icn Icu Ivs I vy
Spektrofotometrik 0.0042-0.0055 | 0.0070-0.0097 |0.0036-0.0041 |0.0056-0.0078
(tek basamakli) St.Dev.0.0006 | St. Dev. 0.0013 | St. Dev. 0.0001 | St. Dev. 0.0009
Spektrofotometrik 0.0021-0.0036 {0.0005-0.0007 |0.0016-0.0022 |0.0003-0.0004
(iki basamaklr) St.Dev.0.0007 | St. Dev. 0.0001 | St. Dev. 0.0003 | St. Dev. 0.0001
HPLC 0.0028-0.0043 | 0.0012-0.0015 {0.0019-0.0026 |0.0006-0.0008

St.Dev.0.0006 | St.Dev.0.0002 | St. Dev.0.0004 | St.Dev. 0.0001

Tablo 65. % Lycorine Miktar Tayini Sonuglar

HI.

AYDINLATMA CALISMALARI

A. GI-1 {(--CAPNOIDINE}

BIiYOLOJIK AKTIVITE ESLIGINDE iZOLASYON VE YAPI

G4 kodlu ana fraksiyona uygulanan siitun kromotografisi esnasinda elde edilen 9-

10 no lu fraksiyonun preparatif ince tabaka kromotografisi ile saflagtirilmas: sirasinda

kazanilan ve Dragendorff belirteci ile karakteristik alkaloit reksiyonu veren 2.8 mg

agirhifindaki optikge aktif bilesige GI-1 kodu verilmistir.

Bilesigin potasyum bromiir igerisinde alinan IR spektrumunda (Spektrum 1)

1756 cm™ de izlenen C=0 gerilme bandi, bu karbonil grubunun muhtemelen bir y-

lakton halkasinda yer almis olabilecegini diisiindiirmiigtiir (225). Laktonlarda C-O

asimetrik gerilme titresimlerinin 1250-1111 cm™ de karbonilden de daha siddetli bir

bant seklinde gorildiigi bilinmektedir (225). Buna gére, bilesigimizin IR spektrumunda
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1238 cm™ de izlenen ve karbonil C=0 gerilme bandindan daha siddetli olan sinyal, C-
CO-O gerilme titresimine ait olmalidir.

Bilesigin EI Kiitle spektrumunda (Spektrum 2) baz tepe m/z 190 dadir.
Molekiiler iyonu saptamak {izere yapilan CI kiitle spektrometrik incelemede (Spektrum
3), [M+H]" iyonuna ait oldugu diisiiniilen iyon m/z 368 de gériilmiistir. ESI kiitle
spektrumunda (Spektrum 4) gériilen m/z 368 [M+H]", 391 [M+Na]" ve 413 [M+2 Na]"
pikleri de molekiil agirlhiginin 367 oldugunu desteklemektedir. Bu bulgular, bilesigin EI
kiitle spektrometrisi esnasinda, yapisal 6zellifine bagh olarak son derece kolayca
pargalandigini, bu nedenle molekiiler iyon vermedigini, ancak bu pargalanmadan dogan
m/z 190 iyonunun stabil oldugunu gdstermisgtir.

GI-1 Bilesiginin détérokloroform igerisinde 600 MHz NMR spektrometresinde
alman 'H NMR spektrumunda (Spektrum 5, 6) aromatik sahada dort tane hidrojene
esdeger sinyaller mevcuttur. Bunlardan ikisi singletler (6 6.67 ve 6.40), diger ikisi ise (6
7.13 ve 6.93), 7.9 Hz lik etkilesme katsayilari nedeniyle birbirlerine gére orto konumda
olan hidrojenlere ait olduklan diigiiniilen iki dublet halindedir. é 6.10 da izlenen iki
hidrojenlik singlet ile, 6 5.848 ve 5.847 deki birer hidrojenlik iki singlet, bilesikte iki
tane metilendioksi grubunun varhgim ¢agrnistirmaktadir.

Alifatik bolgede 8 2.53 de li¢ hidrojenlik singlet, azota bagli bir metil grubunun
bulundugunu gostermektedir. 2.5-3 ppm alaninda yer alan ve herbiri birer hidrojene
esdeger olan dort tane sinyalin etkilesme katsayilan, bu hidrojenler hakkinda epeyce
bilgi saglamaktadir. Ormegin 15.4 Hz lik J degerleri nedeniyle, & 2.74 ve 2.46 da sinyal
veren hidrojenlerin bir metilen grubu olusturdugu sSylenebilmektedir. Benzer bir
sekilde, 6 3.06 ile 2.52 deki hidrojenlerin de (J 10.9 Hz) geminal bir ¢ift olusturdugu

anlagilmaktadir. Ayrica bu metilen gruplarindan birinde yer alan 6 2.52 sinyalinin 10.8
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Hz lik bir J degeri ile diger metilen grubunun & 2.74 de sinyal veren hidrojenle
etkilesmesi, visinal bir iligkiye ve dolayisiyla dértlii bir spin sisteminin varligna isaret
etmektedir. Bu sinyallerin haricinde, 8 5.62 ve 4.02 de, etkilesme katsayilar1 J 3.2 Hz
olan iki dublet mevcuttur. Bir izole visinal sistemi g¢agrigtiran bu sinyallerin gerek
oldukg¢a asaf alanda yer alan kimyasal kayma degerleri ve gerekse etkilesme katsayilari
dikkat ¢ekicidir.

13C APT spektrumunda (Spektrum 7) 6 45.0 daki sinyal bir N-metil grubunun, 5
100.8 ve 103.8 deki sinyaller ise iki tane metilendioksi grubunun bulundugunu
dogrulayan verilerdir. 6 51.3 ve 29.7 deki sekonder karbon sinyalleri, 'H NMR
spektrumunda saptanan dértlii spin sistemiyle uyumludur. >C APT spektrumunda alt:
tane tersiyer karbona ait sinyaller agik¢a gériilmektedir. Bunlardan dort tanesi (6 107.5,
108.2, 112.9 ve 116.0) aromatik alandadir. Bu durum da, 'H NMR spektrumundan
saptanan dért tane aromatik hidrojen bulgusuyla uyumludur. Bu spektrumun da en ilgi
¢ekici unsurlari, alifatik sahada ve oldukga asag1 alanda (6 66.1 ve 82.8) izlenen tersiyer
karbon sinyalleridir. Bu sinyallerin "H NMR spektrumunda yine agaf: alanda goriilen
metin hidrojeﬁleriyle (6 51.3 ve 29.7) iligkilendirilebilecedi diistiniilmiistir. >’C APT
spektrumunda katerner karbon sinyallerinin net bir sekilde ayirdedilemedigi
goriilmektedir.

'H ve ®C NMR spektrumlarindan saglanan verilerin degerlendirilmesi
sonucunda, GI-1 bilesiginin bilinen Amaryllidaceae alkaloitleri alt smmflarmdan
hicbirisinin temel iskeleti ile uyumlu olmadigt gériildiigiinden, daha ileri analizlerinin
yapilmasmma gerek goriilmiistlir. Bu nedenle, bilegigin 600 MHz NMR

spektrometresinde ayrintili 2 D NMR analizleri gergeklestirilmigtir.
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HMQC deneyi (Spektrum 9) sonuglarina gére hidrojenlerle iizerlerinde yer
aldiklan karbonlar eslestirilmistir (Tablo 60).

'H,'H cosy spektrumunun (Spektrum 8) degerlendirilmesiyle saptanan
etkilesmeler, aromatik bélgede 6 7.13 ve 6.93 protonlarinin orto iligkilerini, iki metilen
grubuna ait hidrojenlerin (6§ 2.46 ve 2.74 ¢ifti ile 2.52 ve 3.06 ¢ifti) karsilikh
etkilesmeleri ise, d6rtlii spin sisteminin varlifim dogrulamaktadir (Tablo 60). Cok ilging
olan bulgu, 'H NMR spektrumuna gére bir izole visinal sisteme ait oldugu diisiiniilen ve
'H,'H COSY deneyinde de birbirleriyle etkilesen & 4.02 ve 5.62 sinyallerinin, ilaveten
bazi aromatik hidrojenlerle de etkilesmelerinin saptanmis olmasidir. Bu gergevede, 6
4.02 sinyalinin 8 6.67 sinyali ile, ve § 5.62 sinyalinin ise 6 7.13 sinyali ile etkilestigi
goriilmektedir.

Yap1 hakkinda daha kesin bilgiler, HMBC spektrumundan (Spektrum 10, 11)
saglanmustir. 2 ve 3 bag araciiiyla (Jey ve 3Jex) hidrojen-karbon korelasyonlarimn
saptandigt HMBC spektrumunun degerlendirilmesine 6 6.67 de izlenen singletle
baglanmigtir. Bu sinyalin, § 66.1 (C-1) ve 146.3 (C-6) ile 3 Jew , 8 145.9 (C-7) ve 130.0
(C-8a) ile de *Jy korelasyonlan, § 6.40 (H-5) daki singletin ise & 29.7 (C-4) ve § 145.9
(C-7) ile 3 bag, & 125.0 (C-4a) ve 146.3 (C-6) ile de 2 bag aracihiftyla etkilesmeleri,
bilesikte bulunan benzen halkalarindan birisini olugturan karbonlarin kimyasal kayma
degerlerinin yerlestirilmesine olanak saglammgtir. flaveten diger metilendioksi grubu
hidrojenlerinin de 6 145.9 ve 146.3 ile *Jcy etkilesmeleri, 1,2,4,5-tetrastibstitiiebenzen
halkasinin varligini dogrulamaktadir. Bu halkada da, en dikkat gekici bulgulardan bir
tanesi, 8 6.40 singletini (H-5), 8 29.7 da rezonans yapan karbonla (C-4) iligkilendiren
etkilesmedir. Bu karbonun dortlii spin sistemini olugturan metilen gruplarindan birisini

tasidigr daha 6nce saptanmis bulunmaktadir. Onemli diger bulgu, diger singletin (8
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6.67), 6 66.1 de sinyal veren karbonla (C-1) etkilesmesidir. Ilaveten, N-metil grubu
hidrojenlerinin de, aym karbonla (6 66.1) *Jcy etkilesmesi oldugu goriilmektedir. N-
Metilin ikinci *Jey etkilesmesi, dortlii spin sisteminin diger metilen grubunu tagiyan &
51.3 sinyali (C-3) iledir. Tim bu bulgular, 6,7-metilendioksi-N-metil-1,2,3,4-
tetrahidroizokinolin halkasinin varhii kanitlamigtir.

Ote yandan, ikinci bir fenil halkas: {izerinde bulunmas: gereken & 7.13 (H-2"
sinyalinin, & 148.8 (C-4"), 109.8 (C-6') ve 6 82.8 (C-9) sinyalleri ile *Jeg, 8 112.9 (C-3")
ile %Jcy korelasyonuna sahip oldugu gériilmektedir. Bu hidrojen ile orto konumda olan
8 6.93 (H-3" sinyalinin ise, 6 141.4 (C-1') ve 144.1 (C-5") ile *Jcw, 148.8 (C-4") ile “Jcy
korelasyonu gésterdigi saptanmugtir. [laveten metilendioksi gruplarindan bir tanesi de (&
6.10), lic bag aracilify ile, 6 148.8 (C-4") ve & 144.1 (C-5") ile etkilesmektedir. Bu
verilerin degerlendirilmesiyle, ikinci aromatik halkamin karbon kimyasal kayma
degerlerinin yerlestirilmesi miimkiin olmustur.

S6zkonusu bu halkanin hidrojenlerinin yukarida konu edilen etkilesmeleri
arasinda en dikkat g¢ekici olam, H-2' (6 7.13) hidrojenini 6 82.8 de sinyal veren ve
lizerinde 6 5.62 de rezonans yapan hidrojenin (H-9) bulundugu karbonla ii¢ bag
aracilifayla iliskilendiren etkilesmedir. Zira, daha 6nceki bulgularimiza gére, d 82.8 ve
66.1 de rezonans yapan karbonlar {izerinde, birbirlerine gére visinal konumda olan
metin  hidrojenleri (swrasiyla & 5.62 ve 4.02) bulunmaktadir. Bu husus,
tetrahidroizokinolin ¢ekirdegi ile ikinci fenil halkasimin baglantisi1 saglayan bulguyu
olusturmaktadir. Yine ¢ok 6nemli bir bulgu, bu hidrojenlerden bir tanesinin (8 5.62), &
167.0 da rezonans yapan karbonil grubu ile *Jcy etkilesmesi sergilemesidir. IR spektral

verilerine gore, besli bir lakton halkasina ait olabilecegi diigliniilmiis olan karbonil
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grubunun varligi dikkate alindifinda, ikinci halka sisteminin ftalid yapisinda oldugu
ortaya ¢ikmaktadir.

Bilesigin yapis1 hakkinda yukarida 6zetlenen 1D ve 2D NMR deneyleriyle elde
edilen veriler, GI-1 bilegiginin, bilinen Amaryllidaceae alkaloitlerinden hicbirisine
uymadifini  gostermektedir. Buna kargiik, bu bulgulanin degerlendirilmesi ve
yorumlanmasiyla yazilabilen agik kimyasal formiile gére, GI-1 bilesiginin izokinolin
alkaloitlerinin ftalidizokinolin alt siufindan, A ve C halkalarinda siibstitiient olarak
metilendioksi gruplar tastyan bir alkaloit oldugu belirlenmektedir.

Ftalidizokinolin ¢ekirdegine sahip olan bilesikler, C-1 ve C-9 konumlarindaki
konfiglirasyonlarina gore, eritro ve threo enantiomerik ¢iftleri olmak iizere dért tane
farkli stereoizomer halinde bulunabilirler. N-metilftalidizokinolinlerin 'H NMR
spektrumlarinda, H-8 in kimyasal kayma degerinin, eritro ve threo g¢iftleri arasindaki
ayirim i¢in iyl bir kriter olusturdufu rapor edilmistir. Bu arastirmaya gore, eritro
serisinde, H-8 in kimyasal kayma degeri & 6.4-6.5 arasinda iken, threo seride daha agag
alanda § 6.66 da goriilmektedir (76). GI-1 Kodlu bilesigin & 6.67 olan H-8 kimyasal
kayma degeri, onun threo serisinden oldugunu agik¢a ortaya koymaktadir. Ayrica eritro
ve threo ayirmummn, bazi *C NMR kimyasal kayma degerlerine gére yapilabildigi de
rapor edilmistir (120). Ancak, bu yontemle saglikli bir degerlendirme yapilabilmesi i¢in,
her bir seriden bir diastereoizomerin aym sartlarda elde edilmis olan C NMR
degerlerinin kiyaslanmasi daha dogru olacaktir.

Hem eritro ve hem de threo seride, optik ¢evirme ile absoliit konfiglirasyon
arasinda dogrudan bir baginti oldugu, ve negatif rotasyona sahip olan bilesiklerin C-1
deki konfigiirasyonun (R) oldugu kanitlanmigtir (174). GI-1 Bilesiginin optik ¢evirmesi

-54.9° olarak 6l¢iilmiigtiir. Buna gore bilesigimizin 1R absolut konfigiirasyonuna sahip
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oldugu ortaya g¢ikmaktadir. Literatlir aragtirmalar, threo seride 1R,9R konfigiirasyona
sahip olan bilesigin (-)-capnoidine (27) oldugunu ortaya koymustur. Bu bilesigin bilinen
diger stereoizomerleri, enantiomeri olan (+)-adlumidine (27, 76) ve diastereoizomeri
olan (+)-bicuculline (27) dir. (-)-Capnoidine'in agik kimyasal formiilii agagida
sunulmaktadir. 1D ve 2D NMR analizlerine gére saptanan ve formiil iizerine
yerlestirilmis olan kimyasal kayma degerlerinin, literatiirde rapor edilen degerlerle

uyum igerisinde oldugu goriilmektedir (27).
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NMR verilerinin yamsira, kiitle spektral verileri de 6nerilen yapiya uygundur. C-
1 ve C-9 karbonlan arasindaki bagm ¢ift yonlii benzilik olmasina baglh olarak ¢ok kolay
pargalanmas: nedeniyle, EI kiitle spektrumunda bir molekiiler iyon piki goriilememesi,
buna karsihk izokinolinyum iyonunun (C) (m/z 190) baz tepeyi olusturmasi,

ftalidizokinolin alkaloitleri i¢in karakteristik hususlardir (191).

<4
0 AN
CH,

Elango ve arkadaglar1 (76) NMR ve nOe deneyleri ile eritro ve threo serisinden
N-nor ve N-metil ftalidizokinolinlerin ¢6zeltideki tercihli konformasyonlarim
aragtirmuglardir. Bu calismanin sonuglarina gore, threo serisinden olan bilesikler,
agaBida formiilii verilmis olan (A) konformasyonunu tercih eden eritro kargitlarindan
farkli olarak, (B) de gosterilmis olan konformasyonu tercih etmektedirler. Bu verilere
gore, (-)-capnoidine'in de g¢ozeltide (B) ile gdsterilen konformasyonu tercih etmesi
gerekmektedir. Bu hususu dogrulamak tizere GI-1 bilegigi lizerinde yapilan NOESY
deneyinde (Spektrum 12) elde edilen bulgular, Elango ve arkadaglannn
aragtirmalarinda rapor edilen nOe etkilesmeleri ile tamamen uyumludur (Tablo 62).
Omegin H-8 (8 6.67), H-1 (8 4.02) ve H-9 (8 5.62) ile karsilikli olarak etkilegmektedir.
H-9, H-8 ile etkilesmesine ilaveten, H-1, H-2' (§ 7.13) ve N-CH; (8 2.53) etkilesme

gostererek, bu hidrojenlerin uzaysal yakinliklan hakkinda énemli bilgiler vermektedir.
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Capnoidine, ilk olarak 1933 yilinda Manske tarafindan Corydalis sempervirens
bitkisinden izole edilip isimlendirilmistir (176). Yapisi 1950 yilinda yine Manske
tarafindan diizeltilerek kesinlestirilmistir (175). Absoliit konfigiirasyonu ise Blaha ve
arkadaglan tarafindan kamtlanmistir (26). (-)-Capnoidine daha sonra ¢ok sayida
Corydalis (27, 174) ve Fumaria (27, 98, 174, 226, 241) tiirlerinden izole edilmistir.

(-)-Capnoidine, ¢aliymamizda alkaloit ekstresinin brine-shrimp letalite testi ile
aktif oldugu saptanmis olan G4 no lu fraksiyondan elde edilmigtir. Bu nedenle
ftalidizokinolin grubu alkaloitlerin potansiyel terapétik etkileri lizerinde bir literatiir
arastirmasi yapilmigtir.

Bu aragtirmalar, ftalidizokinolinlerin 6nemli potansiyel aktivitelere sahip
oldupunu gostermistir. Ornegin bu gekirdege sahip olan baz bilesiklerin narkotik,
analjezik ve antitussif etkileri rapor edilmistir (220, 231).

1996 yilinda yapilmis olan bir aragtirmada, bazi fialidizokinolinlerin miyokard
hiicresi lizerindeki etkileri incelenmis, bazilarinin kalp atimu amplitiidiinii azalttigi,
bazilarinin ise artirdigy saptanmistir (127).

Ftalidizokinolin grubu alkaloidlerin, sigan beynindeki sinaptik membranlarda
GABA antagonist etkisi de ¢ahsilmig, ve yap: ile fizyolojik aktivite arasinda bir

korelasyon oldugu ortaya konulmustur. Ornegin 1S konfigiirasyona sahip olan eritro
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tirevlerin, 1R konfigiirasyonlu kargitlarina gore, reseptére daha yiksek afinite
gosterdikleri, ayrica reseptére baglanma derecesinin, bilesiklerin ¢6zeltideki
konformasyonlarina da bagh oldugu rapor edilmistir. Bu aragtirma sonuglari, hem
GABA agonistlerinin ve hem de ftalidizokinolinlerin baglandiklar reseptér yoresinin
ayn1 konformasyona sahip olduguna isaret etmektedir (133).

Literatlir aragtirmalarimiz sirasinda, (-)-capnoidine iizerinde yapilmis olan bir

farmakolojik incelemeye rastlanmamugtir.

B. GI-2 {(+)-EPIPINORESINOL}

G4 kodlu ana fraksiyonunun alt fraksiyonlarindan elde edilen ve Dragendorff
belirtecine olumsuz yanit vermesi nedeniyle nonalkoloidal oldugu diisiiniilen 7.7 mg
agirhigindaki optikge aktif olan bilesige GI-2 kodu verilmistir.

GI-2 kodlu bilesigin 600 MHz NMR spektrometresinde détorokloroform iginde
alman 'H NMR spektrumunun (Spektrum 14) aromatik sahasinda alti hidrojene
karsilik gelen sinyaller gériilmektedir. Ozellikle & 7.00-6.75 bolgesi genisletilmis olan
spektrumun (Spektrum 15) degerlendirilmesi sonucunda, iki tane ABX sisteminin
varhimi g6steren bulgular elde edilmistir. & 6.79 ve 6.84 deki dublet-dubletlerin
etkilesme katsayilarindan, bu hidrojenlerin orto ve meta béliinmeleri oldugu, & 6.91 ve
6.95 deki sinyallerin ise meta etkilesmelere sahip oldugu goériilmektedir. Meta etkilesme
katsayilarinin mertebelerine gore, 8 6.95 sinyali 6 6.79 ile (J 1.2 Hz), 8 6.91 sinyali ise
& 6.84 sinyali ile (J 1.5 Hz) eslesmektedir. Ancak her iki ABX sisteminin orto

béliinmeli sinyallerinin § 6.893 ve 6.890 gibi ¢ok yakin kimyasal kayma degerlerine
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sahip olmalan ve etkilesme katsayilarinin aym olmasi (J 8.1 Hz) nedeniyle, bu iki
hidrojenden hangisinin, s6zkonusu iki farkli ABX sisteminin hangisiyle eslestigini
sOyleyebilmek miimkiin olamamugtir.

Alifatik bélgede oldukca asag alanda 6 4.86, 4.43, 4.12 de dubletler halinde
izlenen herbiri birer hidrojen degerindeki sinyallere ilaveten, 6 3.86-3.82 de iki hidrojen
degerinde bir multiplet mevcuttur. S6zkonusu tiim degerlerin olduk¢a asag alanda
olmasi, bunlarin oksijen gibi bir heteroatoma  o~konumunda olabileceklerinin
diislindtirmiistiir. 6 3.92 ve 3.90 da ug hidrojenlik entegrasyonlaré sahip olan iki singlet,
bilesikte iki tane metoksil grubunun varlifina isaret etmektedir. Spektrumun daha
yukar1 alaminda & 3.36-3.31 de iki hidrojene esdeger bir multiplet ile 6 2.91 de bir
hidrojen degerinde bir dublet-dublet griilmektedir. Ozetle, '"H NMR spektrumundan
elde edilen bu verilere gore, bilesikte toplam yirmi protona ait sinyal mevcuttur.

Bilesigin °C APT spektrumunda (Spektrum 16) ondokuz adet sinyal
izlenebilmektedir. Bunlardan alt1 tanesi katerner, dokuz tanesi tersiyer, iki tanesi
sekonder karbonlara aittir. § 55.99 ve 55.94 de rezonans veren ve primer karbonlara ait
oldugu goriilen iki sinyal, bilesikte iki tane metoksil grubunun bulundugunu
dogrulamaktadr.

Bilesigin EI Kiitle spektrumunda (Spektrum 13) m/z 358 de molekiiler iyona ait
oldupu diistiniilen pik goriilmektedir. Baz tepe ise m/z 151 dedir.

Bilesigin yapisimn aydinlatilamas: g¢ahgmalarinda daha fazla veri sahibi
olabilmek amaciyla, ¢ift boyutlu NMR (‘H,'H COSY, HMQC, HMBC, NOESY)

deneylerinin de yapilmasina gerek duyulmustur.



227

HMQC deneyi (Spektrum 18) sonuglarma ggére (Tablo 61), hidrojenlerle “Jey
etkilesmesi gosteren karbonlar saptanmig, boylece hidrojenler {izerinde yer aldiklar
karbonlarla eslestirilmistir. Bu sonuglar, '"H NMR da & 6.893 ve 6.890 da rezonans
yapan hidrojenlerin tizerinde yer aldiklan karbonlarin da ayni kimyasal kayma degerine
(3 114.2) sahip oldugunu ortaya koymustur. Béylece bilesikte bulunan karbon sayisinin
yirmi oldugu belirlenmigtir. Ayrica bu deney sonuglari, geminal hidrojenlerin
saptanmasinda da yardimc1 olmugtur.

'H,'H COSY spektrumu (Spektrum 17), 'H NMR spektrumunda okunan
etkilesme katsayilan yardimiyla eslestirilen hidrojenlerin aym ABX sistemine dahil
oldugunu dogrulamistir. Ancak g:o'k yakin kimyasal kayma degerine sahip olduklarn i¢in
ayirdedilememeyen 8 6.893 ve 6.890 sinyallerinin hangi sistemlerin tiyesi oldugunun
belirlenmesi konusunda "H,'"H COSY spektrumu da yetersiz kalmustir. Alifatik sahada,
8 4.86 sinyalinin & 3.86-3.82 ve 3.36-3.31 sinyalleriyle, & 4.43 sinyalinin ise daha
belirgin bir gekilde § 2.91 ve 4.12 sinyalleriyle etkilegsmesi, ait olduklar1 hidrojenlerin,
iki farkl alifatik hidrojen dizisine ait olabilecekleri izlenimini uyandirmigtir. Ancak
hem & 4.86 nin ve hem de & 4.43 iin & 3.86-3.82 deki iki hidrojenlik kiime ile
etkilesmesi, kesin yargilara varmay: engellemisgtir.

Yap1 hakkinda daha kesin bilgiler, HMBC deneyinden elde edilen verilerle
saglanmgtir (Tablo 61). 2 ve 3 bap aracihfiyla (3Jcy ve *Jex) hidrojen-karbon
korelasyonlarinin saptandifi HMBC spektrumunun (Spektrum 19) degerlendirilmesine
en agadl alanda bulunan sinyalden (& 6.95) baslanmistir. Bu sinyalle, § 130.3 (C-1") ve
146.4 (C-3') sinyalleri arasinda “Jcy, & 118.4 (C-6"), 144.6 (C-4) ve 82.1 (C-7)

sinyalleri arasinda >Jcy korelasyonlan saptanmugtir. 6 118.4 de sinyal veren karbonun
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tizerinde yer alan H-6' (8§ 6.79) niin, § 144.6 (C-4"), 108.4 (C-2") ve 82.1 (C-7)
sinyalleriyle {ic bag aracihifiyla etkilestigi goriilmiistir. 8 3.92 de rezonans yapan
metoksil grubu hidrojenleri {i¢ bag aracihifiyla & 146.4 sinyaliyle etkilesmektedir. Bu
durumda & 144.6 da rezonans yapan karbonun iizerinde bir fenolik hidroksilin yer aldig1
ileri stiriilebilmektedir. Bu bulgulara gére, 3-metoksi-4-hidroksi siibstitiisyonuna sahip
olan bir aromatik halkamn hidrojen ve karbonlarina ait kimyasal kayma degerlerinin
yerlestirilmesi miimkiin olmustur. Ayrica bu fenil halkasimn, 8 82.1 gibi oldukga asag1
alanda rezonans yapmasi nedeniyle muhtemelen bir heteroatoma komsu oldugu
diisiintilen bir alifatik karbonla baglantis1 da saptanmugtir.

Benzer bir ¢aliyma diger aromatik halkanin hidrojen ve karbon kimyasal kayma
degerlerinin yerlestirilmesi i¢in yiiriitlilmiistiir. § 6.84 (H-6) sinyalinin & 145.3 (C-4) ve
87.7 (C-7), & 6.91 sinyalinin ise 8§ 145.3 (C-4), 119.2 (C-6) ve 87.7 (C-7) sinyalleri ile
7 Jcy etkilesmeleri gosterdigi saptanmustir. & 3.90 da rezonans yapan xﬁetoksil grubu
hidrojenlerinin 8 146.7 ile {i¢ bag araciifiyla etkilegmesi ile, bu grubun fenil halkasi
lizerindeki yeri saptanmustir. § 145.3 deki kimyasal kaymanin mertebesi, bu karbonun
oksijenli bir siibstitiisyon tagidigna igaret etmektedir. Bu bilgilerin 'H,'H COSY ve
HMQC deneylerinden elde edilen verilerle birlikte degerlendirilmesi sonucunda,
bilesikte mevcut olan ikinci aromatik halkanin da yine 3-metoksi-4-hidroksi
stibstitlisyona sahip oldugu belirlenmis, ayrica hidrojen ve karbonlarina ait kimyasal
kayma degerleri de yerlestirilebilmistir. Bu halkanm iligkilendirildigi alifatik karbonun
(6 87.7) tas:idigr hidrojenin (§ 4.43), & 54.5 (C-8) ve 71.0 (C-9) da sinyal veren
karbonlarla olan korelasyonlari, sézkonusu ii¢ karbonun bir dizi olusturdugu fikrini

dogurmustur.
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Benzer bir gekilde, diger aromatik halkanin hidrojenleriyle HMBC etkilesmeleri
gosteren karbon (8 82.1) tizerindeki hidrojenin (3 4.86), 6 50.2 (C-8") ve 69.7 (C-9") de
sinyal veren karbonlarla korelasyonlar1 ise, s6zkonusu ii¢ karbonun bir dizi
olusturdugunu ortaya koymustur.

Yukandaki verilerin 1s1finda saptanan iki sistemin, kimyasal kayma
degerlerindeki farkhliklara ragmen, yapisal agidan biiyilk benzerlik gosterdigi
goriilmektedir. Omegin benzilik karbonlara ait olan & 87.7 ve 82.1 sinyalleri gibi, & 71.0
ve 69.7 sinyallerinin de muhtemelen oksijen atomlarina a-konumda olan karbonlara ait
olduklart sOylenebilmektedir. Bu iki sistemin birbirleriyle birlesme seklinin
saptanmasinda yine uzun alan etkilesmelerinden yararlanilmigtir. Ornegin, 5 4.43 (H-7)
sinyalinin 6 50.2 (C-8") ve 69.7 (C-9") ile etkilesmesi, ya da 6 2.91 (H-8) sinyalinin
hem 6 50.2 (C-8°) hem de 69.7 (C-9) sinyalleriyle korelasyonlan yapimn
-sekillenmesine yardimei olmugtur.

Buraya kadar yapilan degerlendirmeler sonucunda bilesikte yirmi tane karbon,
yirmiiki tane hidrojen ve en az alt1 tane oksijen atomunun bulunabilecegi ortaya
cikmaktadir. CyoH2,06 olarak yazilan bu kapali formiil i¢in hesaplanan molekiil agirhi
358 dir, ve EI kiitle spektrumunda saptanan molekiiler iyon piki ile tamamen
uyumludur.

Elimizdeki verilere gbre yaptifimuiz literatiir arastirmalan, GI-2 nin iki tane
identik halka tasiyan bir tetrahidrofurofuran yapisina ;ahip bir lignan oldugunu
glstermistir. Ancak tiim hidrojen ve karbon kimyasal kayma degerlerinin farklt olmast
nedeniyle, sézkonusu yapinin simetri unsuru tagimadigi kamisina varilmigtir. Béyle bir

durum, 7,7-konumlarindaki aril gruplarmn bir tanesinin aksiyal, digerinin ise
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ekvatoryel olarak yénlenmis oldugu epi-serisi i¢in s6zkonusudur. Bu seriden olup, her
iki aril grubu da 3-metoksi-4-hidroksi siibstitiisyon tasiyan tetrahidrofurofuran lignan
epipinoresinol'diir (16, 192, 209). Epipinoresinol'in agik kimyasal formiilii agagida
verilmistir.

Bilesigin konfigiirasyonel niteliklerinin kamtlanmasinda NOESY deneyinden
yararlanilmigtir (Spektrum 20) (Tablo 61). Oksimetilen protonlarindan en agag: alanda
yer alan ve aksiyal oryantasyonu bilinen H-7 nin (8 4.43), H-9 (5 4.12), H-8/H-9' (3
3.36-3.31) ile etkilesmeleri, s6zkonusu hidrojenlerin de aksiyé.l olarak yonlendigini
gostermektedir. Benzer bir degerlendirmeyle, ekvatoryel y6nlenmeli olan H-7' (5 4.86)
niin, H-8 (8 2.91) ve H-9eq/ H-9'eq (8 3.86-3.82) ile etkilesmeleri de, bu hidrojenlerin
de ekvatoryel y6nlenmeye sahip olduklarim géstermistir.

%
6.893 OH

OCH,
3.90

6.890*

HO OCH;
3.92
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1142 OH
119.2 145.3
146.7
OCH;
108.5 56.0

Dekstrojir olan epipinoresinol'iin tiim spektral verileri, literatiirde kayith
olanlarla uyumludur (16, 209). Kiitle parcalanmalarn da tetrahidrofurofuranlar igin
karakteristik olan par¢alanma degerlerine uymaktadir (Sema 1) (99).

Epipinoresinol ilk olarak 1960 yilinda Weinges tarafindan Picea excelsa
(Pinaceae) bitkisinden izole edilmigtir (274). Bugiine kadar dogadan gerek (+)-
epipinoresinol ve gerekse (-)-epipinoresinol (symplocosigenol) olarak adlandirilmig
olan enantiomerik sekilleri halinde (16), Cupressaceceae (I134), Oleaceaec (209),
Urticaceae (215), Pandanaceae (126), Loganiaceae (192), Eucommiaceae (179) gibi

diger bircok familyaya ait tiirden izole edilmis bulunmaktadir.
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OCH,
H
H & H
d:/\ O
OCH, OCH,
HO OCH; m/z 152 (% 30) m/z 151 (% 100)
[M]+; m/z 358 (% 32)
l . .
CH=CH-CH, CH; .
—_—— —_—
HO  OCH; HO  OCH; HO  OCH;
m/z 163 (% 18) m/z 137 (% 47) m/z 124 (% 15)

Sema 1. (+)-Epipinoresinol'‘iin Kiitle Pargalanma Semasi

Literatlir aragtirmalarinda, lignan simmfindan bilegiklerin Amaryllidaceae
familyasinda bulunusuna dair sadece bir tek kayda rastlanmigtir. Lin ve arkadaglan
tarafindan 1995 yilinda gergeklestirilmis olan bu aragtirmada, Hymenocallis littoralis
bitkisinden, lignanlanin  dibenzilbutan alt simifindan bir bilesik olan
secoisolariciresinol'un izole edildiginden bahsedilmigtir (170). Ancak, bilgimiz
dahilinde, giinlimiize dek Galanthus genusuna ait herhangi bir tiirden rapor edilmis

olan bir lignan bulunmamaktadir. Dolayisiyla arasirmamizda hem lignan yapisinda bir
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bilesik Galanthus genusundan ilk kez rapor edilmekte, ve hem de Amaryllidaceae
familyasinda, dibenzilbutan alt sinifina ilaveten furofuran alt simifindan da lignanlarin
var oldugu ortaya konulmaktadir.

Lignanlarin halk tababetinde kullanmilmalar1 yaklasik 1000 yi1l gecmise kadar
uzanmaktadir. Cin ve Japon halk tibbinda hastaliklarin tedavisinde lignan muhtevalarn
agisindan zengin bitkilerin kullamldig: bilinmektedir. Dolayisiyla, giiniimiiziin ilag
kimyas: alaninda bu bilegiklerin yeni terapStik ajanlarin geligtirilmesinde potansiyel
lider bilesikler olarak diigiiniilmeleri sasirtici degildir. Halk tébabetinde kullanilan
lignanca zengin bitkilerden ¢ogunun kimyasal bilesenlerinin heniiz tanimlanmamig
olmasina kargin, bazi digerleri iizerinde yapilan fitokimyasal ve farmakolojik
aragtirmalar sonucunda, aktiviteleri ortaya konulmustur.

1995 Yilinda Okuyama ve arkadaglan tarafindan gergeklestirilen bir arastirmada,
Fagraea racemosa (Loganiaceae) bitkisinin metanol ekstresinin sigan aortasmnda
norepinefrinle indiiklenen kontraksiyonlarimi inhibe ettigi, ve farelerde asetik asitle
indiiklenen agr1 iizerinde analjezik etki yaptigt ortaya konulmustur. Bu aktivitelerin
lignan tasiyan fraksiyonlarda bulunmasi nedeniyle yapilan izolasyon caligmalarinda
elde edilen muhbtelif lignanlar, aynn ayri aktivite deneylerine tabi tutulmustur. Bu
lignanlar arasmda bulunan (+)-epipinoresinol'iin, norepinefrinle indiiklenen
vazokonstriksiyonun inhibisyonunda test edilen diger bazi lignanlardan daha etkili
oldugu saptanmistir (192).

Bu bilesik bizim galismamzda da, alkaloit ekstresinin brine shrimp letalite testi

ile aktif oldugu saptanmis olan G4 no lu ana fraksiyondan izole edilmistir.
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C. GI-3 {(+)-PINORESINOL}

G4 kodlu ana fraksiyonun alt ﬁ*aksiyon}armdan elde edilen ve Dragendorff
belirtecine olumsuz yamt vermesi nedeniyle nonalkaloidal oldugu diigiiniilen 3.5 mg
agirhigindaki optikge aktif olan bilesige GI-3 kodu verilmigtir.

Bilesigin EI kiitle spektrumunda (Spektrum 21) m/z 358 de, molekiiler iyona
ait oldugu diigiiniilen bir pik goriilmektedir. Baz tepe ise m/z 151 dedir.

Bilesigin oldukga sade goriinen '*C APT spektrumunda (Spektrum 23) on adet
sinyal goriilmiisttir. Bu karbonlardan {i¢ tanesi katerner, bes tanesi tersiyer, bir tanesi
sekonder, bir tanesi de primer karbonlara aittir. § 56.0 da rezonans veren sinyal,
molekiilde siibstitlient olarak metoksil grubu varh@m diisiindiirmiistiir. Alifatik
karbonlardan iki tanesinin (& 85.9 ve 71.7) olduk¢a asa@i alanda bulunmalar, bu
karbonlarin muhtemelen bir heteroatoma gore «-konumda bulunduklarim
diistindtirmektedir. Yine bu spektrumda katerner karbonlara ait olduklari saptanan &
145.2 ve 146.7 degerleri, aromatik halka iizerinde iki tane oksijenli siibstitiisyon
bulunduguna isaret etmektedir.

Bilesigin 600 MHz NMR spektrometresinde dotorokloroform iginde alinan 'H
NMR spektrumunda (Spektrum 22), aromatik sahada {i¢ hidrojene karsihk gelen
sinyaller goriilmektedir. 6 6.90 (J 1.6 Hz), 6.89 (J 8.2 Hz) ve 6.82 (J 8.1, 1.7 Hz) de
izlenen sinyallerin bdliinmeleri ve etkilesme katsayilari, bu hidrojenlerin bir ABX
sistemi olusturduklarim ortaya koymaktadir. Alifatik bélgede, & 5.59 daki singlete
ilaveten, 8 4.74, 4.25 ve 3.88 de yine kimyasal kayma degerleri oldukca agag: alanda

olan, ve tiimii rezoliisyonu iyi multipletler halinde bélinmiis olan {i¢ tane sinyal
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izlenmektedir. Bunlardan § 4.25 ve 3.88 de goriilen dublet-dubletlerin eslesen etkilesme
degismezleri (J 9.2 Hz), s6zkonusu sinyallerin geminal konumda olan hidrojenlere ait
olabileceklerini diigtindiirmiigtiir. Bu hidrojenlere gére daha yukar alanda & 3.10 da
gériilen sinyalin etkilesme katsayilarindan bir tanesi (J 6.4 Hz), sézkonusu hidrojenin,
metilen grubu hidrojenlerinden bir tanesi ile (8 4.25) visinal etkilesme icerisinde
olduguna isaret etmektedir. &3.91 de goriilen keskin singlet, siibstitiient olarak bir
aromatik metoksil grubunun bulundugunu dogrulamaktadir.

Ozellikle alifatik sahada goriilen hidrojenlerin etkilesmeleri hakkinda daha fazla
bilgi saglamak amaciyla 'H,"H COSY deneyine bagvurulmustur (Spektrum 24) (Tablo
62). Bu spektrumun degerlendirilmesi sonucunda, hem 8 4.74 deki sinyalin, ve hem de
geminal ¢ift olan & 3.88 ve 4.25 sinyallerinin, § 3.10 da izlenen sinyal ile etkilegtigi,
ancak & 4.74 de rezonans yapan hidrojen ile metilen grubu hidrojenleri arasinda
herhangi bir etkilesme olmadig gériilmiistiir. Bu bilgilerin 1§181inda, 8§ 3.10 da rezonans
yapan hidrojenin merkezi bir konumda olup, metilen hidrojenleri ile 3 4.74 de rezonans
yapan metin hidrojeninin arasinda yer aldifina karar verilmistir.

Bilesigin yapisim aydinlatmak amaciyla bagvurulan g¢ift-dimensiyonlu NMR
tekniklerinden biri olan HMQC deneyinde (Spektrum 25), ‘Jcy korelasyonlarinin
degerlendirilmesiyle, hidrojenlerin {izerlerinde yer aldiklar1 karbonlarin eglestirilmesi
miimkiin olmustur (Tablo 62).

Yap1 hakkinda daha kesin bilgiler, yine gift-boyutlu bir NMR teknigi olan
HMBC deneyinin (Spektrum 26) sonuglaninin degerlendirilmesiyle elde edilmistir.
HMQC deneyinde herhangi bir karbonla eslesmeyen 8§ 5.59 sinyalinin iki ve t¢ bag

aracihBiyla C-H etkilesmeleri, s6zkonusu sinyalin bir fenolik hidrojene ait oldugunu



236

ortaya koymustur. Ilaveten, gerek aromatik hidrojenlerin 2Jeu ve Jen korelasyonlarn,
ve gerekse metoksil grubunun Jey korelasyonlan (Tablo 62), fenil halkasinda yer alan
tiim karbonlarin kimyasal kayma degerlerinin yerlestirilebilmesine olanak saglamug, ve
fenil tizerindeki siibstitisyonun 3-metoksi-4-hidroksi geklinde oldugunu kamtlamistir.
Aromatik halkamin bilegigin alifatik béliimi ile iligkilendirilmesi, 8 6.90 ve 6.82
sinyallerinin, & 85.9 rezonans yapan karbon ile *J¢y aracihif1 ile korelasyonu sayesinde
miimkiin olmugtur. Gerek 8 85.9 karbonu iizerinde yer alan hidrojenin (& 4.74), ve
gerekse diger alifatik hidrojenlerin saptanan 2Jen ve 3Jcy degérleri, bu hidrojenlerin
birbirlerine komsu olan {i¢ karbon {izerinde bulunduklarim kamtlamaktadir. Bu
korelasyonlar ve karbonlarin kimyasal kayma degerleri dikkate alindifinda, & 71.7 de
sinyal veren karbonun muhtemelen bir heteroatoma komsu oldugu, & 85.9 da rezonans
yapan karbonun da yine bir heteroatoma komsu oldugu, amcak benzilik olmasi
nedeniyle digerinden de daha agag: alanda sinyal verdigi s6ylenebilmektedir.

Bu agamada yapis1 kismen belirlenmis olan bilesigimizin spektral verileri, on
tane karbon, onbir tane hidrojen ve muhtemelen {i¢ tane oksijene sahip oldugunu ortaya
koymaktadir. CyoH;;0; olarak saptanan bu formiiliin molekiil agirhigi 179 dur. Buna
karsilik bilesigin EI kiitle spektrumundan bulunan molekiil agirhg 358 dir, ve bu say1
hesaplanan rakamin tam iki katidir. Bu bulguya gore, bilesikte bir simetri unsurunun
bulunduBu fikri air basmgtir.

Yapilan literatiir aragtrmalari, bitkilerde yaygin olarak bulunan sekonder
metabolitlerden birisi olan lignanlarin bir alt grubunu olugturan furofuran tipi
bilesiklerde, stereokimyasal 6zelliklere bagh olarak simetri unsurunun goriildigiini

ortaya koymustur.
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Bu verilerin isifinda yapilan literatiir aragtirmalari, GI-3 kodlu bilesiZin,
lignanlarin furofuran alt siifindan pinoresinol ya da bir diastereoizomeri olabilecegini
gostermistir (16). Simetrik furofuranlarda, normal seride 7,7'-konumlarda yer alan aril
gruplan diekvatoryel, dia serisinde ise diaksiyal konumlardadir. Bu iki
diastereoizomerin birbirinden ayirdedilmesinde, 9-konumundaki metilen hidrojenlerinin
kimyasal kayma degerlerinden yararlanilmaktadir. Normal seriyi temsil eden
diekvatoryel bilesiklerde H-9,9'a-konumundaki hidrojenler & 4.2-4.4 de, H-9,9'B ise &
3.8-4.0 arasinda rezonans yaparlar. Buna karsilik dia seriyi temsil eden ve aril
gruplarinin diaksiyal oldugu bilesiklerde bu hidrojenler, aril gruplarmin golgeleyici
etkisiyle, daha yukan alanda (H-9,9'a & 3.65-4.0 de, H-9,9'B ise § 3.3-3.65 de)
goriiliirler (16). Bilesigimizin 'H NMR spektrumunda sirasiyla & 4.25 ve 3.88 de
okunan kimyasal kayma degerleri, GI-3 kodlu bilesikteki aril gruplarimin diekvatoryel
olduklarini, dolayisiyla bilesigin pinoresinol oldugunu agikg¢a ortaya koymustur.

Pinoresinol'iin a¢ik kimyasal formiilii agsafida verilmektedir.
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Bilesik tizerinde yapilan NOESY deneyinde (Spektrum 27) (Tablo 62), metoksil
grubunun irradyasyonu ile 8 6.90 sinyalinde goriilen NOE etkisi, aromatik halkalardaki
3-metoksi-4-hidroksi  siibstitiisyonunu  dogrulamugtir. Aynica  9-konumundaki

hidrojenlerin ySnlenmelerinin saptanmasinda da yine NOESY bulgulanndan
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yararlamlmistir. H-8,8' niin (8 3.10) ¢ekirdek diizleminin altinda yer aldif
bilindiginden, bu hidrojenle etkilesen 8 4.25 sinyalinin de aym uzaysal ydnlenmeye
sahip olan hidrojene ait olmas: gerekir. Benzer bir gekilde, H-7,7' niin (8 4.74) uzaysal
yonlenmesinin ¢ekirdek diizlemi iizerinde oldugu bilindiginden, sézkonusu hidrojenle
NOE etkisi gosteren H-9/9' metilen hidrojenlerinin de (3 3.88) B-ySnlenmeli oldugu
sOylenebilmektedir.

Bilesigin hidrojen ve karbonlarina ait kimyasal kayma degerleri, 1D ve 2D NMR
analiz verilerine dayamlarak yerlestirilmis, ve sonuglarin literatiir verileriyle tamamen
uyum igerisinde oldugu goriilmiistiir (3, 16, 58, 107, 138, 178, 185, 213).

GI-3 bilesiginin EI kiitle spektrumunda (Spektrum 21) gériilen piklerin degerleri
ve bagil bolluklar, pinoresinol i¢in literatiirde kayitli olan verilere uygundur (3, 58, 99,
138, 215). Bilesigin kiitle pargalanmasi, aynen (+)-epipinoresinol i¢in 6nerildigi sekilde
(Sayfa 232) gerceklesmektedir.

Pinoresinol, ilk kez 1897 yilinda Bamberger tarafindan izole edildiginden (18)
bu yana, birgok familyaya ait  ¢esitli genuslardan (179) izole edilmigtir.
Arasgtirmalarimiz, dogal kaynaklardan izole edilmis olan pinoresinol'in daha biiyiik bir
oranda dekstrojir enantiomeri oldugunu, ancak diger enantiomerik formunun da (16,
172) dogada bulundugunu géstermistir.

Bu aragtrmamizin kapsaminda izole edilip yapilan aydmnlatilmig olan (+)-
pinoresinol, ve daha 6nce konu edilmis olan (+)-epipinoresinol adh bilesikler, lignan
yapisindaki bilegiklerin Galanthus genusunda bulunuglanimn ilk &mekleridir. Ayrica
Amaryllidaceae familyasinda, dibenzilbutan alt sinifina ilaveten (170), furofuran alt

siufindan da lignanlarin var oldugu ilk kez bu aragtirmada ortaya konulmaktadir.
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Lignanlarn potansiyel olarak degisik ve énemli farmakolojik aktivitelere sahip
olduklann bilinmektedir (Z6). Pinoresinol {izerinde yapilmis olan aragtirmalar, bu
bilesigin de belirgin ve terap6tik olarak timit vadeden farmakolojik aktiviteye sahip
oldugunu gdstermistir. Oregin, pinoresinol'iin, antitiiméral aktivitesi nedeniyle Tiimor
Nekroz Faktoér-a (TNF-o) olarak adlandirilmis olup, daha sonra immunolojik ve
inflammatuvar olaylarda etkinlifi saptanmig olan sitokinin iiretim ve fonksiyonunu
inhibe etme 6zelligine sahip oldugu, ve bu 6zelliginden dolay: da antiinflamatuvar
aktivite gosterdigi ileri stiriilmektedir (53, 108).

Ayrica pinoresinol'iin diistik dansiteli lipoprotein oksidasyonunu inhibe ettigi ve
tasidig1 fenol grubu nedeniyle antioksidan aktivite gosterdigi de rapor edilmigtir (49,
126).

Bunun yani sira hematofaj bir b6cek olan ve Chagas hastalifina sebebiyet veren
Rhodnius prolixus ve Oncopeltus fasciatus larvalarina karg: toksik etki gosterdigi de
belirtilmektedir (45, 46). Ozellikle Orta ve Giiney Amerika'da goriilen bu parazit
hastalifimin kemoterapisi igin yeterli ilaglarin bulunmadig, hastalifin 6nlenmesi i¢in
vektsr bScekle savasmamin kemoterapi kadar 6nem tagidign dikkate alindiginda,
pinoresinol'in Chagas hastaliginin eradikasyonu galigmalarindaki 6nemi agik¢a ortaya
¢ikmaktadir,

Bir diger kaynakta, pinoresinol'in c¢cAMP fosfodiesterazin etkili bir inhibitSrii
oldugu belirtilmekte, ve bu etkisiyle iligkili olabilecek diger baz1 fizyolojik 6zellikleri
de tammlanmaktadir. Omegin aym kaynakta pinoresinol monoglikozit’in
antihipertansif bir ajan oldugu rapor edilmektedir (16).

Fagraea racemosa (Loganiaceae) bitkisi {izerinde gergeklestirilen bir

aragtrmada, komponentleri arasinda (+)-pinoresinol'in de bulundugu lignan
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fraksiyonunun sigan aortasinda norepinefrinle indiilenen kontraksiyonlarimi inhibe
ettifi, ve farelerde asetik asitle indiiklenen agn tizerinde analjezik etki yaptifx ortaya
konulmugtur. izolasyonla elde edilen (+)-pinoresinol iizerinde yapilan deneylerde,
norepinefrinle indiiklenen vazokonstriksiyonun inhibisyonunda diger bazi lignanlara
kiyasla daha gii¢lii bir etkiye sahip oldugu gériilmiistiir. (+)-Pinoresinol analjezik
aktivite agisindan da test edilmis, ve farelerde asetik asitle indiiklenen agny1 doza-
bagimli olarak inhibe ettigi saptanmistir. {laveten, bu bilesigin kobaylarda yiizeysel ve
infiltrasyon anestezigi olarak dikkate deger bir aktivite gsterdigi de belirtilmistir (192).

S6z konusu bilesik bu ¢alismamizda da, alkaloit ekstresinin brine shrimp letalite

testi ile aktif oldugu saptanmis olan G4 no lu fraksiyondan elde edilmistir.

D. GI4 {(+) BULBOCAPNINE}

Gg kodlu ana fraksiyonun siitun kromotografisi uygulamasi sirasinda elde edilen
24-29 nolu ara fraksiyonun preparatif ince tabaka kromotografisi ile saflagtirilmasiyla
elde edilen ve Dragendorff belirteci ile karakteristik alkaloit reaksiyonu veren 3.5 mg
agirhgindaki optikge aktif bilesige GI-4 kodu verildi.

Bu bilesigin 600 MHz NMR spektrometresinde détérokloroform i¢inde alinan
'"H NMR spektrumunda (Spektrum 32, 33) aromatik sahada & 6.84 ve 6.83 de herbiri
birer hidrojen degerinde iki dublet (J 8.9 Hz) olarak gériilen sinyaller, birbirlerine gére
orto konumda olan iki hidrojenin bulundugunu gostermektedir. Yine bu alanda 6 6.63
de bir hidrojen degerinde bir singlet olarak izlenen sinyal de, yapida izole bir protonun
bulunduBuna isaret etmektedir. § 6.10 ve 5.95 de yine birer hidrojen degerindeki

dubletler (J 0.9 Hz), bir metilendioksi siibstitlientinin bulundugunu kamtlamaktadir.
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Alifatik bélgede 6 3.91 de goriilen ii¢ hidrojenlik keskin singlet, bilesikte
bulunan bir diger stibstitiientin, bir aromatik metoksil grubu oldugunu géstermektedir.
Bu alanda 6 3.13, 3.07, 3.02, 2.97, 2.65, 2.50 ve 2.46 da olmak iizere herbiri birer
hidrojen degerinde yedi tane sinyal mevcuttur. Bu sinyallerin béliinmeleri belirgindir ve
etkilesme katsayilar1 saptanabilmektedir. Okunabilen bu J degerlerinden saglanan
bilgilerle, etkilesme katsayilar1 16.9 Hz olan 8 3.13 ve 2.65 sinyalleri ile, 13.6 Hz lik
ortak J degerine sahip olan 6 3.07 ile 2.46 sinyallerinin geminal hidrojenlere ait
olduklani s6ylenebilmektedir. Benzer bir sekilde, § 3.02 ile 2.50 sinyallerinin 11.8 Hz
olan ortak J degerleri, bu sinyallerin ait olduklar1 hidrojenlerin bir metilen grubu
olusturdugunu ortaya koymaktadir. Béylece, bilesikte bulunan yedi adet alifatik
hidrojenden alt1 tanesinin, ii¢ tane metilen seklinde gruplandifi anlagilmaktadir. § 2.53
de goriilen ii¢ hidrojen degerindeki keskin singlet de yapida bir N-Metil grubunun
varhigim gdstermektedir.

BC APT spektrumunun (Spektrum 34) 6zellikle aromatik alani, karbon sayisi
konusunda kesin bilgi saglayamamistir. Buna karsilik, 6 43.8 ve 6 56.2 de izlenen
primer karbon sinyalleri, sirasiyla N-Metil ve aromatik metoksil gruplanmn varligim
dogrulamaktadir. 6 100.3 deki sekonder karbon sinyali metilendioksi grubuna, é 52.9,
35.2 ve 29.7 deki sekonder karbon sinyalleri ise, '"H NMR spektrumuna gére varhg
saptanmi§ olan {i¢ tane metilen grubunun karbonlarma aittir. § 119.3, 110.9 ve 107.7
deki aromatik tersiyer karbon sinyalleri, li¢ tane aromatik hidrojenin varlifim teyit
etmektedir. Bu spektrumda dikkati ¢eken bir bulgu, bir alifatik tersiyer karbonun

rezonansina ait olan § 62.7 sinyalidir. Bu sinyal, muhtemelen '"H NMR spektrumunda

goriilen yegane alifatik metin hidrojenini (8 2.97) tasiyan karbona ait olmalidir.
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Ozellikle alifatik sahada gériilen hidrojenlerin etkilesmeleri hakkinda daha fazla
bilgi saglamak amaciyla 'H,"H COSY deneyine bagvurulmustur (Spektrum 35, 36). Bu
spektrumunda, & 3.02 ve 2.50 de rezonans yapan metilen grubu hidrojenleri, diger bir
geminal ¢ifti olusturan & 3.13 ve 2.65 sinyalleri ile karsilikh visinal etkilesmeler
gostermektedir (Tablo 63). Bu nedenle sézkonusu dort hidrojenin bir dortlii spin
sisteminin tiyeleri oldugu diistiniilmiistiir. Ayrica, 8 3.02 ve 2.50 sinyallerinin, izole
aromatik hidrojenle de (8 6.63) etkilesmeleri bulundugu igin, dortlii spin sisteminin
sdzkonusu izole aromatik hidrojeni tagiyan halka ile baglantist yapilabilmistir. Yine bir
geminal ¢ifte ait olan & 3.07 ve 2.46 sinyallerinin, 8 2.97 ile etkilesmeleri figli bir spin
sisteminin varligina isaret etmektedir. Bu metilen hidrojenlerinin & 6.83 de sinyal veren
aromatik hidrojenle etkilesmesi de ilging bir bulgu olarak not edilmisgtir.

Bilesigin yapisim1 aydinlatmak amaciyla yapilan ¢ift dimensiyonlu NMR
tekniklerinden biri olan HMQC deneyinde (Spektrum 37), ‘Jey korelasyonlarmin
degerlendirilmesiyle, hidrojenlerin iizerinde yer aldiklart karbonlarla eslestirilmesi
miimkiin olmugtur (Tablo 63) (Sayfa 183).

Yap1 hakkinda daha kesin bilgiler, yine ¢ift boyutlu bir NMR teknigi olan
HMBC deneyinin (Spektrum 38) sonuglarinin yorumlanmasiyla elde edilmistir (Tablo
65). Bilesigin karbon iskeletini olusturma islemine, birbirlerine orto konumda yer alan
& 6.84 ve 6.83 sinyallerinin *Jey etkilesmelerinin degerlendirilmesiyle baglanmustir.
Bulgular, bu iki hidrojenin yer aldig1 fenil halkasinin 1,2,3,4-tetrasubstitlie oldugunu ve
iki konumun (8 148.3 ve 142.9) oksijenli siibstitiientlere baglandigim ortaya koymustur.

8 3.91 de izlenen metoksil hidrojenlerinin *Jcy korelasyonu, bu grubun § 148.3 de

rezonans yapan karbona bagh oldugunu géstermistir. 8 142.9 da sinyal veren karbonun
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iizerinde fenolik bir hidroksil grubunun bulunabilecegi ongoriilmiistiir. Béylece fenil
halkasi {izerinde yer alan tiim karbonlarin kimyasal kayma degerleri yerlestirilebilmistir.
Bu halkanin molekiiliin diger komponentlerine baglantisin1 saglayan korelasyon, 6 6.83
(H-8) sinyali ile, Uglii spin sisteminin metilen grubunu tasiyan karbon (& 35.2)
arasindaki li¢ bag aracilifiyla etkilesmedir.

Diger bir aromatik hidrojen olan & 6.63 (H-3) sinyalinin de, metilendioksi
grubunun baglandig: & 140.6 (C-1) karbonu ile li¢ bag ve 146.1 (C-2) karbonu ile iki
bag araciligiyla etkilestigi goriilmektedir. Bu sinyal ayrica 8 29.7 (C-4) ve 129.0 (C-
11c) da rezonans yapan karbonlarla da ¢ bag aracilig: ile etkilesmektedir. 8 29.7 da
sinyal veren karbon, dortlii spin sisteminin iiyesi olan & 3.13 ve 2.65 hidrojenlerini
tasimaktadir. Boylece, metilendioksi siibstitiientini tagiyan halkanin etilen grubu ile
baglantis1 yapilabilmistir.

Buraya kadar elde edilen bilgilerle olusturulmus olan pargaciklar1 birlestirmek
icin N-Metil grubu hidrojenlerinin (8 2.53) 3 Jex korelasyonlarindan yararlanilmgtir. Bu
sinyal, hem dortlii spin sistemine ait diger metilen karbonu (C-5)(d 52.9) ile, ve hem de
ficlii spin sisteminin metin Giyesini olugturan karbonla (C-6a)(8 62.7) i¢ bag aracilif: ile
etkilesmektedir. Béylece alifatik sistemlerin hem birbirlerine, ve hem de bulunan iki
fenil halkalarina baglantilar: saglanmigtir.

Elde edilen bu veriler, GI-4 bilesiginin izokinolin alkaloitlerinin bir alt grubu
olan aporfin iskeleti tagidifma isaret etmektedir. Boyle oldugu takdirde, Ci9HisNO4
kapal1 formiiliine sahip olmas: gereken bilesik it;in hesaplanan molekil agirhig 325 dir.

Gergekten de bilesigin EI kiitle spektrumunda (Spektrum 30) m/z 325 de goriilen
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Spektroskopik analizlerden elde edilen bulgularin degerlendirilmesiyle yazilan
agik kimyasal formiil, 11-hidroksi-1,2-metilendioksi-10-metoksiaporfin yapisina igaret
etmektedir. Literatiir aragtirmalari, bu bilegigin bulbocapnine adi ile bilinen ve
izokinolin alkaloitlerinin aporfin alt sinifindan bir alkaloit oldugunu ortaya koymustur.

(+)-Bulbocapnine'in agik kimyasal formiili ile 'H ve '*C NMR kimyasal kayma

degerleri asagida sunulmaktadir.

CH;0
56.2 110.9

Tarafimizdan saptanan tiim spektral bulgular, literatilirle uyum igerisindedir ve

onerilen yapty1 tamamen desteklemektedir (17, 120, 191, 220, 227). Omegin, EI kiitle
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spektrumunda [M-H]" pikinin % 53 lik bir bagil bolluga sahip olmas, bilesigin
1,2,10,11-siibstitlisyona sahip oldufunun bir géstergesidir (220). Zira altematif
1,2,9,10-siibstitiisyon durumunda [M-H]" piki genellikle baz tepedir. Ayrica EI kiitle
spektrumundaki pargalanmalar, yine s6zkonusu siibstitiisyonu dogrulamaktadir (Sema
2) (191, 220). Bir metoksil kayb: ile olusan iyondaki rezonans stabilizasyonu, [M-15]"

pikinin % 93 gibi yiiksek bir bagil bollukta gériilmesine neden olmaktadir.

O O ! O
< N < O N
(6} \CH3 e} Va \CH3
e e e R
HO ‘ HO i
CH;0 CH;0
[MT" ; m/z 325 (% 93) \ [M-HJ' ; m/z 324 (% 53)
1 +
IO 7
(0]
HO l

CH;0 [M-CH,]* ; m/z 310 (% 94)
[M-CH,NCH,]" ; m/z 282 (% 16) /

Sema 2. (+)-Bulbocapnine'in EI Kiitle Pargalanma Semas1
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GI-4 bilesigi i¢in Onerilen yapiyr dogrulayan bir bagka veri, UV
spektroskopisinde okunan absorpsiyon maksimumlaridir. UV maksimum absorpsiyon
degerleri, aporfinlerin yapilarmin aydinlatilmasinda  bilgi vericidir. Omegin
bilesigimizde oldugu tizere C-1,2,10,11 siibstitiisyon durumunda, 220, 270 ve 305 nm
lerde olmak iizere ii¢ tane karakteristik absorpsiyon bulunmasi gerekmektedir (220).
Gergekten de bilesigimizin metanol igerisinde alinan UV spektrumunda okunan Amas
degerleri 224, 269 ve 307 nm dedir (Spektrum 28).

Aporfin alkaloitlerinde optik ¢evirmenin, absolut konfigiirasyon i¢in saglam bir
kriter olusturdugu saptanmustir. Dekstrojir aporfinlerde C-6a daki absolut konfigiirasyon
(S), levojir olanlarda ise (R) dir (221). Buna gore, optik g¢evirmesi + 21.9° olan
bilesigimizin absolut konfiglirasyonunun yukaridaki formiilde gésterildigi lizere 6a-S,
diger bir ifadeyle, 6a-konumundaki hidrojenin o-y6nlenmeli oldugu belirlenmektedir.

Literatiirde bulbocapnine i¢in buldugumuz ilk kayit 1892 yilina aittir. Freund ve
arkadaglari Corydalis liscava (tuberosa) bitkisinden elde ettikleri alkaloidal bilesige
bulbocapnine adim vermisglerdir (132). "Dictionary of Organic Compounds"” adl: kitapta
da Bulbocapnos cavus bitkisinden izole edildigi yazilidir. Bu bitkilerden bagka yine
gesitli Corydalis, Glaucium, Cassyta, Laurus, Lindera (104-106), Hypecoum (193)
tiirlerinden ve Dicentra canadensis (132) bitkisinden izole edildigine dair bilgiler de
mevcuttur.

Bulbocapnine’in apomorfin ve amfetaminin etkilerini antagonize ettigi, merkezi
sinir sistemini baskilayip, farelerde katalepsi meydana getirdigi belirtilmektedir (57).
Rios tarafindan yapilmis olan bir derleme makalesinde, bulbocapnine igin adrenolitik,
antimikrobiyal, katatonik, CNS depresami, kompetitif dopeminerjik antagonist ve

dopaminerjik agonist etki, DA, antagonisti, beyindeki ATP ve triptofan seviyesini
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arttiric1, lagiviral ve tiikiirik salgisim arttirict etkiler belirtilmigtir (Z, 210). Aym
literatiirde bulbocapnine'in biitirilkolinesterazi, sarth refleksleri, dihidropteridin
rediiktazi, dopamin'e duyarli adenilat siklazi, tirozin hidroksilazi ve testosteron
tarafindan indiiklenen A’-3-kosteroid izomeraz: inhibe ettigi de yer almaktadir. Bunun
distnda  monosinaptik  refleks  depresani,  noroleptik,  parasempatolitik,
parasempatomimetik, sedatif, sempatomimetik etkili oldugu da belirtilmektedir.

S6z konusu bilesik bu ¢aligmamizda da alkaloit ekstresinin brine-shrimp letalite

testi ile aktif oldugu saptanmus olan Gg nolu fraksiyondan elde edihnigtir.

E. GI-5 {(-)-LYCORINE}

G4 kodlu ana fraksiyondan amorf halde elde edilen ve Dragendorff belirtecine
olumlu yamit veren 312 mg agirhifindaki optikce aktif olan bilesige GI-5 kodu
verilmigtir.

Olagan NMR ¢bziiciilerinde ¢6ziiniirligi ¢ok az olan bilesigin 'H NMR
spektrumu, dStSrometanol-dotdrasetikasit (3:1) ¢oziicli kangim iginde alinmugtir.

'H NMR spektrumunun (Spektrum 42) asag alamnda goriilen iki singletin (8
6.98 ve 6.82) iki tane aromatik protona, & 5.970 ve 5.967 daki iki singletin bir
metilendioksi grubunun hidrojenlerine ve & 5.78 de genis singlet seklinde goriilen
sinyalin de bir olefinik protona ait oldugu diistiniilmiigtiir. Alifatik sahada & 4.50 ve
422 de izlenen iki dubletin (J 14 Hz) gerek kimyasal kayma ve gerekse etkilesme
degerleri, bu sinyallerin muhtemelen bir heteroatoma komsu olmasi nedeniyle asag:

alana kaymig bir izole metilen grubunun hidrojenlerine ait olduklarina igaret etmektedir.
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3 4.58 de singlet ve 8 4.25 deki multiplet olarak goriilen iki sinyal de, yine bir
heteroatoma yakinliklar nedeniyle olduk¢a asag: alanda sinyal veren iki hidrojene ait
olmahdir. Alifatik alanda géze garpan diger iki sinyal, 6 3.96 ve 2.99 da izlenen ve
etkilesme katsayilar1 11.5 Hz olan iki dublettir. Bunlarin diginda 8 3.78 ve 3.52 birer, ve
8 2.94-2.75 civarinda ise iki hidrojene ait olan ii¢ tane multiplet goriilmektedir.
Metoksil ve N-metil gruplarina ait sinyaller mevcut degildir.

GI-5 in IR spektrumundan (Spektrum 41) elde edilen bulgular, bilesikte bir
karbonil grubunun bulunmadigim ’gﬁstermektedir. Buna karsilik, bir C=C gerilme
titresiminden kaynakland1§1 diigtiniilen 1621 cm™, ve O-H gerilmesinden kaynaklanan
3334 cm™ deki karakteristik absorpsiyonlar, bilesikte olefinik bir grupla, hidroksil
fonksiyonlarinin varliklarini dogrulamaktadir.

IR ve 'H NMR verilerinden elde edilen bulgular, bilinen Amaryllidaceae
alkaloitlerinin genel yapilari 1515inda degerlendirildiginde, bu bilesigin crinine, lycorine
veya montanine alt gruplarindan birine ait olabilecegi, ancak bilesigimizde sadece bir
tane olefinik hidrojenin bulunmas: nedeniyle, lycorine ve montanine gruplar: agisindan
6n degerlendirmeye alinmasinin daha uygun olacag: disiiniilmiigtiir. Bu amagla bu iki
grubun alifatik hidrojenlerinin nitelikleri ve kimyasal kayma degerleri karsilagtirilmigtir.
'H NMR degerleri agisindan oldukga benzer 6zellikler gosterdikleri saptanan bu iki
grup arasindaki en belirgin fark, lycorine serisinde iki tane trams-visinal metin
hidrojenin bulunmasina karsilik, montanine grubunda tek bir metin hidrojenin
bulunmasidir. Bilesigimizin "H NMR spektrumunda 8 3.96 ve 2.99 daki dubletlerin 11.5

Hz olan etkilesme katsayilari, bu sinyallerin trans-visinal konumdaki metin
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hidrojenlerine ait olduklarini géstermektedir. Bu bulguya gore GI-5 bilesiginin, lycorine
alt grubundan bir alkaloit oldugu ortaya ¢ikmustir.

Bilesigin °C APT NMR (Spektrum 43) spektrumunun degerlendirilmesi
sonucunda onaltt adet karbonun varlii gériilmiistiir. Bu karbonlardan bes tanesi
katerner, yedi tanesi metin ve dort tanesi metilen karbonlarina aittir. Bu bulgular, A
halkas tizerinde C-9,10 da metilendioksi siibstitlisyonu, A3(12) doymamughik ve C-1 ve
C-2 konumlarinda oksijenli fonksiyonlar tagiyan bir lycorine ¢ekirdegi ile uyumludur.
Ornegin, & 102.9 da sekonder karbon sinyali, metilendioksi grubuna aittir. & 149.8 ve
148.1 de rezonans yapan katerner karbonlarin kimyasal kayma degerleri, metilendioksi
grubuna o~konumda olan C-9 ve C-10 igin uygun bulgulardir. § 106.4 ve 108.8 de
goriilen sinyaller ise, A-halkasinda yer alan C-8 ve C-11 no lu karbonlara aittir.  137.6
ve 6 123.0 de izlenen sinyaller, sirasiyla katerner C-12 ve tersiyer C-3 karbonlarina
aittir ve molekiildeki olefinik bagmn varhigim kamtlayan bulgulardir. 5 71.8 ve 70.1
sinyalleri, oksijenli fonksiyonlar tasiyan C-1 ve C-2, 8 62.1 sinyali ise 6-konumundaki
azota o-konumda olan C-16 i¢in uygun degerlerdir (81, 152, 230). 38.2 de izlenen ve
tersiyer bir karbona ait olan sinyal, C-15 igin literatiirde rapor edilen degerle aymdir.
3C NMR spektrumunda § 55.2 (C-7), 54.3 (C-5) ve 30.3 (C-4) da izlenen iig sinyal,
sirastyla C-7, C-5 ve C-4 de yer alan ii¢ tane alifatik metilen karbonuna aittir.

Yukandaki veriler, GI-5 bilesiginin, A-halkas1 {izerinde bir metilendioksi, C-1
ve C-2 konumlarinda da iki tane hidroksil fonksiyonu tagiyan lycorine alt siifindan bir
alkaloit olduBunu ortaya koymustur.Yapilan literatiir aragtirmalari, bu bilesigin fiziksel

ozellikleri ve spektral degerlerinin (UV, IR ve 1D NMR bulgulari) lycorine adl



251

alkaloide ait degerlerle tamamen uyum igerisinde oldugunu géstermistir (81, 92, 121,

152, 184, 230).
GI-5 kodlu bilesik, Galanthus tiirli de dahil olmak tizere (33, 35, 36, 153)
Amaryllidaceae familyasinin ¢ok sayida genusuna ait muhtelif tiirlerde (116) daha énce

varlig1 saptanmis olup, asagida agik kimyasal formiilii verilen lycorine'dir. Hidrojen ve

karbonlara ait kimyasal kayma degerleri, literatiire gére yerlestirilmistir (81, 121, 152,

230).

O 2.94-275
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Lycorine’in G. nivalis. subsp. cilicicus bitkisinde bulunusu ilk kez bu
aragtirmada rapor edilmektedir.

Lycorine, Galanthus nivalis subsp. cilicicus bitkisinin alkaloit ekstresinin brine-
shrimp letalite testi ile aktif oldugu saptanmis olan G4 no lu fraksiyonun ana alkaloidini
olugturmaktadir. Lycorine'in DNA’ya baglanma aktivitesi tasidigi (214), hiicre
béliinmesini ve biiylimeyi ¢ok giiclii bir sekilde inhibe ettigi (81, 115) ve belirgin
sitotoksik aktivitesi oldugu (184, 250) literatiirde kayitlidir. Bu nedenle, G4 no lu
fraksiyonda izlenen aktivitenin, fraksiyonun majér komponenti olan lycorine'den
kaynaklandig: diistintilebilir.

Antiviral aktiviteye sahip oldugu da (I2I) rapor edilmis olan lycorine'in
antiparazitik aktivitesi de aragtinilmmstir. Bu arastirmalarda Entamoeba hystolitica'ya
kars1 aktivite gosterdigi, buna karsilik Tripanasoma cruzii ve Leishmania donovanii'ye
etkili olmadif1 rapor edilmistir (250). Antimalaryal aktivite agisindan Plasmodium
falciparum'a kars1 test edilmis, bazi aragtirmalara gore aktif olmadifi, diger bazi

arastirmalara gére ise orta derecede bir aktivite gsterdigi belirtilmigtir (250).

F. GI-6 {(+)-11-HYDROXYVITTATINE}

Gy kodlu ana fraksiyondan amorf halde elde edilen ve Dragendorff belirtecine
olumlu yanit veren 7.8 mg afuliindaki optikge aktif olan bilesige GI-6 kodu
verilmistir.

Bilesigin 300 MHz NMR spektrometresinde ve détorometanol iginde alinan 'H
NMR spektrumunda (Spektrum 44) toplam onbes protona ait sinyal goriilmektedir.

Aromatik sahada, iki aromatik protona ait iki singlet (8§ 6.92 ve 6.54), etkilesme
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katsayilar1 10.1 Hz olan ve iki olefinik hidrojene ait oldugu diigliniilen iki dublet (8
6.41 ve 6.17) ve bir metilendioksi grubunun varligma isaret eden iki protonluk bir
singlet (6 5.87) bulunmaktadur.

Aym spektrumun alifatik alaminda goriilen ve herbiri birer hidrojen degerinde
olan dokuz tane sinyalin hemen hemen tiimii, rezoliisyonu iyi olan multipletler halinde
béliinmiislerdir (Spektrum 45, 46). S6zkonusu sinyallerden yedi tanesinin kimyasal
kayma degerleri (6 4.29, 4.27, 3.95, 3.76, 3.43, 3.41 ve 3.12) oldukg¢a asag1 alandadir.
Bu nedenle, ait olduklari hidrojenlerin bir heteroatoma a-konumda olabilecekleri
diistiniilmiistiir. Metoksil ve N-metil grubuna ait sinyaller mevcut degildir.

'"H NMR verilerinden elde edilen bu 6én bulgular bilinen Amaryllidaceae
alkaloitlerinin genel yapilan 15181inda degerlendirildiginde, GI-6 kodlu bilesigin crinine,
lycorine ya da montanine alt gruplarindan birine ait olabilecegi, ancak bilesigimizde iki
tane olefinik hidrojenin bulunmasindan dolayi, crinine ¢ekirdegine sahip olmasinmn
daha biiylik bir olasilik oldugu diistintilmiistiir.

Bilesigin '*C APT NMR spektrumunda (Spektrum 47) onalti adet karbonun
varh@ gériilmiigtiir. Bu karbonlardan bes tanesi katerner, yedi tanesi metin, dort tanesi
metilen karbonlarina aittir.

Bu bulgular, A halkas: iizerinde C-8,9 da metilendioksi siibstitiisyonu, Al(2)
doymamiglik ve C-3 konumunda oksijenli bir fonksiyon tasiyan crinine g¢ekirdegi igin
uygundur. Omegin & 102.2 sekonder karbon sinyali, metilendioksi grubuna aittir. &
148.2 ve 147.7 de rezonans yapan katerner karbonlarin kimyasal kayma degerler,
metilendioksi grubuna o~konumda olan C-9 ve C-8 igin uygun bulgulardir. 6 107.8 ve

104.3 de goriilen sinyaller ise, A halkasinda yer alan C-7 ve C-10 no lu karbonlara aittir.
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Yine *C NMR spektrumunda § 128.0 (C-1) ve 132.9 (C-2) da izlenen ve iki
tersiyer karbona ait olan sinyaller, bilesikteki varlizn "H NMR spektral bulgulariyla
saptanmis olan olefinik bagi kanitlamaktadir. Bu karbonlarin crinine ¢ekirdegi igin
karakteristik oldugu tizere C-1,2 konumlarinda yer aldig: diigiiniilmiistiir. & 81.0, 64.7
ve 63.7 de izlenen sinyaller tersiyer karbonlara, § 63.8, 61.7 ve 33.1 sinyalleri ise
sekonder karbonlara aittir. Literatiir verileriyle karsilastirildiginda, bu degerlerin 8 §1.0
rezonansi (C-11) disindaki bes tanesinin, 3-konumunda bir hidroksil siibstitiisyonu
bulunan crinine halkasi igin uygun oldugu ve sirasiyla C-3, C-4a, C-12, C-6 ve C-4
karbonlarina ait oldugu goriillmektedir (199). Ancak C-11 konumu nonsiibstitiie oldugu
takdirde yaklasik & 44 de bir triplet seklinde izlenmesi gereken bir sinyalin mevcut
olmamasi, buna karsilik 8 81.0 gibi olduk¢a asag: alanda bir tersiyer karbona ait sinyal
bulunmasi, C-11 konumunda muhtemelen oksijenli bir siibstitiisyonun varlifina isaret
etmektedir. Bu Oneriyi destekleyen bir husus, sézkonusu karbona gore o-konumda
bulunan C-10b karbonuna ait kimyasal kayma degerinin de agag: alana kayarak, 6 51.4
de ¢ikrms olmasidar.

Yukaridaki veriler GI-6 bilesiginin, Amaryllidaceae alkaloitlerinin crinine alt
smifindan olan ve C-1,2 arasinda doymamusghk, C-3 ve C-11 konumunda hidroksil
fonksiyonlar1 tasiyan bir alkaloit oldugunu gostermektedir. Ancak bilesigin adinm
konulabilmesi igin gerekli olan bir husus, 3-konumundaki konfigiirasyonun
saptanmasidir. Zira 11-hydroxyvittatine ve bulbispermine adl: alkaloitler aym kimyasal
yaptya sahip olup, sadece 3-konumundaki hidroksil grubunun uzaysal yonlenmesiyle
birbirinden farklilik gdsterirler. 11-Hydroxyvittatine'de aksiyal ydnlenmeli ve halka

diizleminin istiinde olan hidroksil grubu, bulbispermine'de ekvatoryel yonlenmeli ve
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halka diizleminin altindadir. Bu iki stereoizomerin tanimlanmalarinda C-1, C-2, C-3 ve
C-4a daki °C NMR kimyasal kayma degerlerinin 2.7-4.2 ppm kadar farklihik gosterdigi
ileri stirlilmiigtiir (189).

Bir diger ayirma kriteri optik c¢evirmenin sayisal degeridir. Zira C-3
konumundaki epimerizasyonun yaklagik 100° lik bir optik ¢evirme farkina neden
oldugu saptanmugtir. 11-Hydroxyvittatine'de oldugu tiizere 3B-hidroksil tasiyan
epimerlerde optik gevirmenin sayisal mertebesi +10° ila +15° arasinda iken, epi tiirevler
olarak tammlanan 3a-hidroksilli tirevlerde yaklasik 100° daha fazladir. Omegin 11-
Hydroxyvittatine igin +12° olan bu deger, bulbispermine igin +106.7° olarak
saptanmugtir (8, 80). GI-6 kodlu bilesigimizin metanol igerisinde Olgiilen optik
gevirmesinin +12° oldugu saptanmistir. Bu bulgu, 3-konumundaki konfigiirasyonun (S)
oldugunun ve 3-hidroksil grubunun uzaysal y6nlenmesinin halka diizleminin &niinde
oldugunun kanitin: olugturmaktadir.

Yapilan literatiir aragtirmalar da, bu bilesigin spektral degerlerinin (1D NMR
bulgulari) 11-hydroxyvittatine adli alkaloide ait degerlerle uyum iginde oldugunu ortaya
koymaktadir (135, 152, 189, 194, 199). Ancak birbirine ¢ok yakin kimyasal kayma
degerlerine sahip olan H-4a ve H-12 nin sayisal degerlerinin literatiire uygun olarak
yerlestirilmesi esnasinda, bu hususta farkh aragtrmacilarm farkl: goriislerde olduklari
goritlmiistiir. Bazi ¢aligmalarda H-12, H-4a ya gore daha asag alanda (189, 199), diger
bazilarinda ise H-4a daha agagn alandadir (135, 194). Bu nedenle, GI-6 Kodlu
bilesigimizin 'H NMR spektrumunda § 3.46-3.37 arasinda entegrasyonu iki hidrojene
esdeger olarak goriilen sinyal kiimesinin boliinmeleri ve etkilesme degismezleri ayrntili

olarak degerlendirilmis, ve 8 3.43 ve 8 3.41 de rezonans yapan iki tane dublet-dublet
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tarafindan olusturuldugu gériilmiigtiir. Bu sinyallerden hangisinin H-4a ve hangisinin H-
12 oldugunu belirlemek i¢in ise komsu hidrojenlerle etkilesmeleri irdelenmisgtir.

H-12 metilen ve H-11 metin hidrojenleri izole bir iiglii-spin sistemi
olusturmaktadir. Buna g6re 12-konumundaki metilen hidrojenlerinin birbirleriyle
geminal, H-11 ile visinal etkilesme sergilemeleri beklenecektir. H-11 in (d 3.95) visinal
etkilesme katsayilan 7.0 ve 3.3 Hz dir. Bu degerlerin karsihklan & 3.12 (3.4 Hz) ve 3.43
(7.3 Hz) sinyallerinde bulunmaktadir. Sézkonusu iki hidrojenin birbirleriyle olan
geminal etkilesmeleri sirasiyla 13.8 ve 13.7 Hz dir. Béylece kiimeyi olusturan iki
sinyalden daha asag1 alanda olamn H-12 hidrojeninin rezonansi oldugu ortaya
cikmaktadir. Ancak bu bulgunun dogrulanmas: i¢in H-4a sinyali de ayrintili olarak
yorumlanmustir. Bir dublet-dublet olarak béliinmiis olan H-4a (8 3.41) mn 13.1 Hz lik
béliinmesi H-4a. (8 2.24) ile trans-vinilik konumda olduguna igaret etmektedir.

Asapida agik kimyasal formiilii verilmis olan 11-hydroxyvittatine'in hidrojen ve
karbonlarina ait kimyasal kayma degerleri, literatiirden yararlanmak suretiyle

yerlestirilmistir (135, 152, 189, 194, 199).
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11-hydroxyvittatine daha énce Amaryllidaceae familyasinin Rhodophiala (276),
Sternbergia (2, 80, 194), Hippeastrum (189, 199, 208), Pancratium (4, 246) genuslarina
ait muhtelif tlirlerinden ve Galanthus elwesii'den rapor edilmis bulunmaktadir (152).
Galanthus nivalis subsp. cilicicus bitkisinde bulunusu ise ilk kez bu aragtirmada rapor
edilmektedir.

11-Hydroxyvittatine'in sahip oldugu 5,10b-etanofenantridin ¢ekirdeginden
dolay1 potansiyel biyolojik aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir (250). S6zkonusu
bilesigin ¢alismamizda da, alkaloit ekstresinin brine shrimp letalite testi ile aktif oldugu
saptanmig olan Gy no lu fraksiyonundan elde edilmis olmasi, sézkonusu Oneriyi

desteklemektedir.

G.GI-7 {(#)-VITTATINE}

G>: kodlu ana fraksiyondan amorf halde elde edilen ve Dragendorff belirtecine
olumlu yamt veren 2.9 mg afirhifindaki optikge aktif olan bilesige GI-7 kodu

verilmisgtir.
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Bilesigin 300 MHz NMR spektrometresinde ve détérokloroform icinde alnan
'H NMR spektrumunda (Spektrum 48), toplam onalt1 protona ait sinyal gériilmektedir.
Aromatik sahada, singlet olarak goriilen iki aromatik protona (8 6.84 ve 6.48) ilaveten,
etkilesme katsayilari 10 Hz olan iki olefinik protona (8 6.57 ve 5.96) ve yaklagik 1.4 Hz
lik etkilesme katsaysi ile béliinen birer proton degerinde iki dublet seklinde goriilen bir
metilendioksi grubu hidrojenlerine ait sinyaller (6 5.90 ve 5.89) izlenmektedir.

Alifatik alanda (Spektrum 49, 50) & 4.41, 4.34, 3.78, 2.91, 2.18, 2.02, 1.93 ve
1.74 de goriilen sinyallerin herbiri birer hidrojen, & 3.41 de ‘gi)'rﬁlen sinyal ise iki
hidrojen degerindedir. Bunlardan é 4.41, 4.34, 3.78, 3.41 ve 2.91 sinyallerinin kimyasal
kayma degerlerinin olduk¢a asagi alanda olmasi, ait olduklarn hidrojenlerin bir
heteroatoma a-konumda olabileceklerini diigiindiirmektedir. Alifatik alanda goriilen bu
sinyallerin bazilan rezoliisyonu iyi multiplet halindedir. Omegin J degerlerinden
yararlanilarak, & 4.41 ve 3.78 ile & 2.02 ve 1.74 hidrojenlerinin geminal ¢iftler
olusturdugu sGylenebilmektedir. Ancak & 2.91 ve 2.18 gibi belirgin bir gekilde dublet-
dublet-dublet olarak béliinmiis olan sinyallere ait frekans degerlerinin okunmamig
olmasi nedeniyle, bunlara ait saghkl etkilesme katsayisi1 degerleri elde edilememigtir.
Dolayisiyla sGzkonusu sinyallerin bdliinmeleri multiplet olarak rapor edilmistir.
Metoksil ve N-metil grubuna ait sinyaller mevcut degildir.

Bilesigin ’C APT NMR spektrumunun (Spektrum 51, 52) degerlendirilmesi
sonucunda onalti adet karbonun varlif goriilmiistiir. Bu karbonlardan bes tanesi
katerner, alt1 tanesi metin, beg tanesi metilen karbonlarina aittir.

Bu asamada elde edilmis olan spektral veriler, GI-7 nin crinine alt grubundan

olabilecegini diistindiirmiigtiir. Zira, "H NMR bulgular1 daha énce konu edilmis olan 11-
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hidroksivittatine ile olduk¢a benzer niteliktedir. Ancak, 11-hydroxyvittatine'de bulunan
ve H-11 e ait olan & 3.95 civarindaki sinyalin bulunmayisi, buna karsilik ayn1 konumda
kimyasal kayma degerleri daha yiiksek alanda ¢ikan bir metilen grubunun (8 2.18 ve
1.93) yer almas, en belirgin farklilifi olusturmaktadir.

Bilesige ait ’C NMR verileri de, A halkas: iizerinde C-8,9 da bir metilendioksi
siibstitiisyonu, Al1(2) doymamislik ve C-3 konumunda oksijenli bir fonksiyon tasiyan
crinine gekirdegi icin uygundur. Ornegin 6 100.8 sekonder karbon sinyali, metilendioksi
grubuna aittir. § 146.2 ve 145.8 de rezonans yapan katerner karbonlarin kimyasal
kayma degerleri, metilendioksi grubuna c~konumda olan C-9 ve C-8 igin uygun
degerlerdir. § 102.8 ve 107.0 da goriilen sinyaller ise, A halkasinda yer alan, sirastyla C-
10 ve C-7 nolu karbonlara aittir. 6 132.3 (C-1) ve 127.4 (C-2) de izlenen ve tersiyer
karbonlara ait olan sinyaller, bilesikteki olefinik bagin varlifim kamitlayan bulgulardir.
& 63.9 sinyali, oksijenli fonksiyon tagiyan C-3, & 62.3, 62.8 ve 53.5 sinyalleri ise,
sirastyla azota c~konumda olan C-6, C-4a ve C-12 i¢in uygun degerlerdir (89, 189,
246). 11-Hydroxyvittatine'in hidroksil fonksiyonu tagiyan 11 no lu karbonun & 81.0 de
rezonans yapmasina karsilik, GI-7 bilesiginde aym konuma ait sinyalin bir sekonder
karbona ait oldugu ve & 44.1 de sinyal verdigi goriilmektedir. GI-7 nin BC NMR
spektrumunda en yukari alanda yer alan & 32.6 sinyali C-4 e aittir. 11-
Hydroxyvittatine'de de bu degerin 8 33.1 oldugu goriilmektedir.

Yukandaki veriler, GI-7 bilesiginin, C-1 ve C-2 arasinda doymamighk olan 3-
konumunda hidroksil fonksiyonu tagiyan crinine alt sinifindan bir alkaloit yapisina
sahip olup, 11-hydroxyvittatine adl: bilesifin C-11 de alkol fonksiyonu tagimayan

analogu oldufuna isaret etmektedir. Yapilan literatiir aragtirmalart da, bu bilesigin
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fiziksel ozelligi ve spektral degerlerinin vittatine adh alkaloide ait degerlere uygun
oldugunu gdstermistir (31, 32, 89, 136, 137, 189, 194, 246). GI-7 bilesiginin + 26°
olarak &lgiilen optik ¢evirmesi, 3-konumundaki hidroksil grubunun konfigiirasyonunun,
(+)-11-hydroxyvittatine'de de oldugu {lizere, p olduguna isaret etmektedir. Zira (+)-
crinane serisinde, 38-OH tasiyan tiirevlerin olduca kiiglik pozitif rotasyon degerleri
verdigi, buna karsilik 30.-OH tasiyan tiirevlerin optik ¢evirmelerinin yaklasik 100° daha
fazla oldugu bilinmektedir (8). (+)-Vittatine’nin agik kimyasal formiilii asagida
verilmektedir. Hidrojen ve karbonlara ait kimyasal kayma degerleri, literatiire uygun

olarak yerlestirilmistir (89, 136, 137, 189, 194, 246).
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(+)-Vittatine ilk olarak Hippeastrum vittatum bitkisinden 1956 yilinda Hans-G.
Boit tarafindan izole edilmistir. Bu bilesik crinidine adiyla da bilinen (-)-crinine’nin
enantiomeridir (31, 32).

Vittatine’in varligi daha Once, Amaryllidaceae familyasimin Hippeastrum (19,
32,79, 189, 208), Nerine (31), Pancratium (6, 31, 212, 246), Rodophiala (276), Crinum
(28), Hymenocallis (136, 170), Lycoris (137), Narcissus (20, 147), Sternbergia (194),
Zephranthes (112) genuslanna ait muhtelif tiirlerde rapor edilmis bulunmaktadir. Buna
karsilik, bir Galanthus tiirinde bulunusuna dair bir kayda rastlanmamistir. Buna gére,
(+)-vittatine'in Galanthus genusunda ve G. nivalis subsp. cilicicus tirtinde bulunusu,
ilk kez bu arastirmada rapor edilmektedir.

Vittatine'in tasidigt  5,10b-etanofenantridin ¢ekirdeginden dolayr potansiyel
biyolojik aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir (47, 250). Ayrica analjezik etkisi ve
képekler tizerinde tagikardik etkisi (21, 92) kanitlanmugtir.

(+)-Vittatine bu ¢aligmamizda da alkaloit ekstresinin brine shrimp letalite testi

ile aktif oldugu saptanmis olan G;; no lu fraksiyonundan elde edilmistir.



SONUCLAR VE ONERILER

Aragtirmamizin ilk asamasinda, Tiirkiye’de yabani olarak yetisen Galanthus
tiirlerinden biri olan Galanthus nivalis subsp. cilicicus bitkisinin tayininde yardimci
olmas1 amaciyla, k6k, gévde, yaprak, meyva, tohum ve ¢igege ait anatomik karakterler
belirlenmistir. Ayrica, Herba vya Bulbus Galanthi droglarina ait ileride hazirlanabilecek
monografilerin yazilmasina yardimci olmak iizere, toz drog Omekleri iizerinde
mikroskobik incelemeler yapilmistir. Elde edilen sonuglar, Tiirkiye’de yetigen
Galanthus tiirleri lizerinde benzer galigmalar yapilmasmnin, ve bu aragtirmalarin
sonuclarmin  kiyaslanmasimin amaglanan hedefler dogrultusundaki Onemini ortaya
koymaktadir.

Calismamzin ikinci agamasinda, G. nivalis subsp. cilicicus bitkisinin, Herba ve
Bulbus Galanthi droglan i¢in kaynak bitki olarak belirlenmesi halinde, bu droglar igin )
hazirlanacak monografilerde yararlanilabilecek teghis ve kalite kontrol deneylerine
yonelik bazi arastirmalar gergeklestirilmistir. Bunlann sonuglarina gore:

1. Gravimetrik esash yabanci madde tayini deneyi (¢ok temiz bir drog
hazirladifimiz i¢in tarafimizdan uygulanmamg olan) ile nem ve total kiil miktar tayini

deneylerine, DAB 10 da bu tayinler i¢in mevcut ydntemler esas alinarak mutlaka yer
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verilmelidir. Bu takdirde nem ve total kil tayinlerine ait sinir degerler igin, tarafimizdan
bu aragtrmada saptanmis olan ortalama degerler esas alinmalidir. Muhtemel bir
monografide siilfat kiilii tayinine yer verilmesi igin gegerli bir gerekge tarafimizdan
saptanamamuigtir.

2. Teshis ve saflik kontrolii amagh I.T.K. deneyinde, Galanthus elwesii Hook.
bitkisi i¢in saptanmis olan ve grubumuzun diger ¢aligmalarinda (74, 61, 84) incelenmis
olan Galanthus tiirlerinde de uygulandig iizere:

a. Galanthamine igin, siklohekzan-kloroform-dietilamin (7:2:1) ve kloroform-
metanol-su (8:2:1), lycorine i¢in, siklohekzan-kloroform-metanol-dietilamin (12:5:1:2)
ve kloroform-metanol-su (17:3:2) (alt faz) ¢oziicli sistemlerinde tek developman
uygulanmali ve ¢dziicii sistemi starttan itibaren 17 cm olacak sekilde yiikseltilmelidir.

b. Ayrica her iki alkaloidin ¢igekli ve meyval vejetasyon devrelerine ait Herba ve
Bulbus Galanthi droglarindaki bulunugunu Kkargilagtirmak igin, benzen-kloroform-
metanol-amonyum hidroksit (8:9:3:2 damla) ¢6ziicli sistemi iki developman olarak
uygulanmalidir.

c. Standart ¢ozelti olarak galanthamine ve lycorine’in ve % 0.1 lik ¢6zeltileri
kullanilmalidir.

d. Kromotografi plaklarinin degerlendirilmesinde, galanthamine igin 254 nm,
lycorine igin ise hem 254 ve hem de 366 nm dalga boylarindaki UV 15181inda inceleme
yapilmali ve ayrica her ikisi i¢in de Dragendorff belirtecinden yararlamlmalidir.

3. Tibbi amaghh bir Herba veya Bulbus Galanthi drofunun kalitelerinin
saptanmasinda total alkaloit miktar1 deneyinden  yararlamlabilir. Bu amagla

tarafimizdan uygulanmis olan titrimetrik esashi metot yeterli goriilebilir. Ancak susuz
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vasatta titrasyon gibi difer bazi yontemler de arastinlip, yeniden degerlendirme
yapilmalidir.

4. Galanthamine ve lycorine igin bir hammadde ihtiyaci séz konusu oldugu
takdirde, Galanthus nivalis L. subsp. cilicicus (Baker) Gottlieb-Tannenhain bitkisinin
galanthamine kaynag: olarak uygun olmadig1, lycorine elde edilmesi i¢in ise, bitkinin
vejetasyonunun ¢icekli devresinde toplanan bitkiden hazirlanmig bir Bulbus Galanthi
drogundan yararlanilmasi gerektigi belirtilmelidir.

Aragtirmamizin  biyolojik aktivite esliginde izolasyon ve yap1 aydinlatma
caligmalar1 asamasinda, Galanthus nivalis subsp. cilicicus bitkisinin total alkaloit
ekstresinin brine shrimp letalite deneyi ile aktif olduklar1 saptanan fraksiyonlarindan
yedi tane bilesik izole edilmis ve yapilarn aydinlatilmistir. Bu bilesiklerden (+)-
pinoresinol ve (+)-epipinoresinol lignanlarin furofuran alt simfindan bilesiklerdir.

Literatiirde lignan smufindan bir bilesigin Amaryllidaceae familyasinda
bulunusuna dair mevcut olan tek kayit, Hymenocallis littoralis bitkisinden,
dibenzilbutan alt smifindan bir bilesik olan secoisolariciresinol'un izole edilmesidir
(170). Ancak, bilgimiz dahilinde, giiniimiize dek Galanthus genusuna ait herhangi bir
‘tirdeki varlif1 rapor edilmis olan bir lignan yapis1 bulunmamaktadir. Dolayisiyla bu
arastrmarmuzin kapsaminda izole edilip yapilar aydinlatilmis olan (+)-pinoresinol ve
(+)-epipinoresinol adli bilegikler, lignan yapisindaki bilesiklerin Galanthus genusundaki
bulunuslarinin ilk émekleridir. Ayrica Amaryllidaceae familyasinda, dibenzilbutan alt
simmfina ilaveten, furofuran alt simfindan da lignanlarin var olabilecegi ilk kez bu
aragtirmada ortaya konulmaktadir.

Caligmada elde edilip yapis1 aydmlatilan alkaloidal bilesiklerden (-)-lycorine,

Amaryllidaceae alkaloitlerinin lycorine alt simfindan, (+)-vittatine ve (+)-11-
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hydroxyvittatine ise crinine alt siifindandir. (+)-Vittatine'in G. nivalis. subsp. cilicicus
bitkisindeki varlif1, Galanthus genusu seviyesinde bir yenilik olusturmaktadir. Daha
dnce Galanthus genusunun muhtelif tiirlerinde bulunugu rapor edilmis olan lycorine ve
11-hydroxyvittatine’in G. nivalis. subsp. cilicicus’da bulunuglari da yine ilk kez bu
arastirmada rapor edilmektedir.

Aragtirmamizda izole edilmis olan bilesikler agisindan oldukga ilging bir diger
sonug, ilk kez Amaryllidaceae familyas {iyesi olan bir tiirde, klasik ¢ekirdek yapilarina
sahip olan Amaryllidaceae alkaloitlerinin haricinde, (-)-capnoidine ve (+)-bulbocapnine
adl iki tane izokinolin alkaloidinin bulunmus olmasidir.

Bilindigi tizere, Amaryllidaceae familyasin iiyeleri, sadece bu farhilyaya ait
tiirler tarafindan sentezlenen, ve bu nedenle de "Amaryllidaceae Alkaloitleri" ad: altinda
ozel bir grup olarak smiflandinlmis olan alkaloitler tagirlar (21). Amaryllidaceae
alkaloitleri de temelde izokinolin tiirevidirler (116). Buna ragmen, simdiye dek higbir
Amaryllidaceae tlirlinden "Amaryllidaceae Alkaloitleri" disinda, klasik izokinolinler
olarak tamimlanan difer alkaloitlerin (220) izolasyonu rapor edilmemistir. Klasik'
izokinolinlerin ftalidizokinolin alt sinifindan bir bilesik olan (-)-capnoidine'in ve aporfin
alt smmfindan bir alkaloit olan (+)-bulbocapnine’in bu arastrmada bir Galanthus
tiirtinden izole edilmis olmasi, simdiye dek gegerli olan bu kurali degistirmekte, ve
Amaryllidaceae bitkilerinin alkaloit profilinde, "Amaryllidaceac Alkaloitleri"nin
haricinde klasik izokinolin alkaloitlerinin de var olabilecegini ortaya koymaktadir.

Galanthus nivalis subsp. cilicicus'da Amaryllidaceae alkaloitlerinin yamisira,
klasik izokinolin alkaloitlerinin de bulunuyor olmasi, bu bitkinin alkaloit profilini ¢ok
dikkat c¢ekici bir hale getirmektedir. Bu arastirma sonucunda, konumuzu olugturan

tiirlin, bilinen Amaryllidaceae alkaloitlerinin yanisira, klasik izokinolin alkaloitlerinin
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degisik alt gruplarindan bilegiklerin biyosentezini de yapabildigi kamtlandig1 i¢in, bu
bitki tizerinde yapilacak daha ileri arastirmalarda, kimyasal igerigi agisindan oldugu
kadar, biyojenetik perspektiften de incelenmesi ve degerlendirilmesi gerekliligi ortaya

cikmaktadir.



OZET

Bu c¢alismada, Tiirkiye'de yabani olarak yetisen bir Galanthus tirii olan
Galanthus nivalis subsp. cilicicus (Baker) Gottlieb-Tannenhain bitkisi, ti¢ farkli agidan
ele alinarak ayrintili olarak incelenmigtir.

Bitki iizerinde gergeklestirilen botanik aragtirmalarda, bitkinin tayininde
yararlanilabilecek ve muhtemel monografilerde yer alabilecek anatomik ve mikroskobik
ozellikleri aragtirilmugtir.

Kalite kontrol ve miktar tayini ¢aligmalarinin yapildig: arastirmalarda, Herba ve
Bulbus Galanthi droglarinin kalite kontrollerine esas olusturabilecek bazi deneyler
gerceklestirilmistir. Bu amagla, hem ¢igcekli ve hem de meyvali vejetasyon
dénemlerindeki bitkilerden ayri ayr1 hazirlanan drog 6rneklerinde nem, total kiil ve total
siilfat kiilii deneyleri yapilmus ve sonuglar % degerler halinde belirtilmistir. Bu droglarin
teshis ve saflik kontrollerinde yararlanmak amaciyla bazi ince Tabaka Kromatografisi
(I.T.K.) galismalar1 yapilmstir. Ayrica bu droglarda total alkaloit miktar tayini yapilmg
ve sonuglar verilmistir. Ilaveten, bu genusun 6nemli alkaloitleri arasinda yer alan
galanthamine ve lycorine'in incelenen omeklerdeki miktarlari, 1.T.K. ile kombine
edilmis spektrofotometri ve Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi (HPLC) olmak iizere
iki farkli yontemle tayin edilmistir. Sonuglar, galanthamine’in, bitkide kantitatif olarak

hesaplanabilecek miktarda bulunmadigmi gostermistir.



Biyolojik aktivite esliginde izolasyon ve yap1 aydnlatma ¢aligmalarinin
yapildifi aragtirmalarda, oda isisinda kurutulmus ve toz edilmis total bitkisel
materyalden hazirlanan total alkol ve total alkaloit ekstreleri ile silika jel siitunda
fraksiyonlandinlan alkaloit ekstresinin ana fraksiyonlari brine shrimp letalite deneyine
tabi tutulmuslardir. Anlaml sitotoksik aktivite gosteren fraksiyonlar, preparatif siitun
kromatografisi, preparatif L.T.K. ve diger saflasgtrma ySntemlerinden yararlanilarak
saflagtirilmigtir. Elde edilen bilesiklerin yapilar1 spektroskopik yontemler (UV, IR, 1D
ve 2D NMR, EIMS, CIMS, ESI-MS) kullamlarak aydinlatilmugtir.

Bu ¢aligmalarin sonucunda Amaryllidaceae alkaloitlerinin crinine alt grubundan
(+)-vittatine ve (+)-11-hydroxyvittatine, lycorine alt grubundan (-)-lycorine elde
edilmigtir. Bunlardan (+)-vittatine varli1 genus seviyesinde, diger iki alkaloidin varlii
ise tiir seviyesinde yenilik getirmektedir. Ilging bir sonug, Amaryllidaceae familyasi
tiyesi olan bir tiirde, ilk kez klasik ¢ekirdek yapilarina sahip olan Amaryllidaceae
alkaloitlerinin haricinde, (-)-capnoidine ve (+)-bulbocapnine adli iki tane izokinolin
alkaloidinin bulunmus olmasidir. Bu sonug, Galanthus nivalis subsp. cilicicus lizerinde
ileride yapilacak olan arastirmalarda, bitkinin kimyasal icerigi agisindan oldugu kadar,
biyojenetik perspektifien de incelenmesi ve degerlendirilmesi gereklilifini ortaya
koymaktadir.

Aragtirmammzin  kapsaminda elde edilmis olan (+)-pinoresinol ve (+)-
epipinoresinol adhi bilesikler, lignan yapisindaki bilesiklerin Galanthus genusunda
bulunuglarmn ilk &rnekleridir. Ayrica Amaryllidaceae familyasinda, daha &nce
bulunmus olan dibenzilbutan alt sinifina ilaveten, furofuran alt sinifindan da lignanlarin

var oldugu ilk kez bu aragtirmada ortaya konulmaktadir.



ABSTRACT

In this study, Galanthus nivalis subsp. cilicicus (Baker) Gottlieb-Tannenhain, which is
a wild-growing Galanthus species of Turkey, has been thoroughly investigated by three
different approaches.

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

In the course of the studies on the quality control and assays, some experiments, which
may establish basis for the quality control of Herba and Bulbus Galanthi drugs, were
conducted. In this context, humidity, total ash and sulfate ash were determined for drug
specimens prepared separately from plants in flowering and fruiting stages, and the results
were reported as percentage values. Thin Layer Chromatographic (TLC) studies were carried
out with the aim of their utilization in the identification and purity control of these plant
drugs. Assays were conducted for the total alkaloidal content and results were presented.
Moreover, the investigated specimens were quantitatively analyzed for two of the principle
alkaloids of this genus, galanthamine and lycorine, by using two different methods, one being
a spectrophotometry combined with TLC and the other being High Pressure Liquid
Chromatography (HPLC). Results show that galanthamine is not present in the plant in

amounts sufficient for a meaningful assay.



In the studies where biological activity guided isolation and structure elucidation
investigations are conducted, total alcohol and total alkaloidal extracts prepared from plant
material dried at room temperature and powdered, as well as the main fractions of the
alkaloidal extract fractionated on a column of silica gel, were subjected to the brine shrimp
lethality test. Fractions which displayed cytotoxic activity have been purified by preparative
TLC, preparative column chromatography and other purification methods. The structures of
the compounds thus obtained were elucidated by using spectral techniques (UV, IR, 1D ve 2D
NMR, EIMS, CIMS, ESI-MS).

As a result of these studies, the Amaryllidaceae alkaloids, (+)-vittatine and (+)-11-
hydroxyvittatine from the crinine subgroup and (-)-lycorine from the lycorine subgroup were
obtained. Of these compounds, the occurrence of (+)-vittatine is new at the genus level,
whereas the other two alkaloids are new for the species. An interesting result was that two
isoquinoline alkaloids, (-)-capnoidine ve (+)-bulbocapnine, were found for the first time in a
species of the Amaryllidaceae family, which has been known to elaborate only
Amaryllidaceae alkaloids with the classical skeletons. This result has confirmed that in the
future studies on Galanthus nivalis subsp. cilicicus, it is necessary to investigate and evaluate
this plant from a biogenetic point of view as well as for its chemical content.

(+)-Pinoresinol ve (+)-epipinoresinol obtained in this study comprise the first
examples for the occurrence of lignans in the Galanthus genus. Moreover, the presence of
lignans of the furofurane subgroup in the Amaryllidaceae, in addition to the already described

dibenzylbutane lignans, were reported for the first time in this study.
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