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Haplophyllum myrtifolium Boiss.




I. GIRIiS

Rutaceae familyasina ait Haplophyllum genusu, Akdeniz’den Dogu Sibirya’ya
kadar yayilis gésteren 70 kadar tiirii ile temsil edilmektedir (322). Turkiye’de ondort
kadar Haplophyllum tiriniin bulundugu (297), iilkemizde saptanmis bir kullaniliglar
olmamasina karsmn, bu genusun bazt tirlerinin Sudan ve diger Afrika iilkeleri ile
Mogolistan’da  halk hekimliginde antipiretik olarak ve timor tedavisinde
kullanildiklar: (74), ayrica infiizyon ve dekoksiyonu halinde de antispazmodik ve
karminatif amaglarla yararlanildig: ilgili bazi kaynaklarda belirtilmistir (34, 208) .

Haplophyilum genusunun birgok tiirii  kimyasal igerikleri bakimindan
incelenmis ve bu incelemeler sonucunda flavonoit, kumarin, lignan ve alkaloit
gruplarina ait gok sayida bilesik izole edilip yapilari aydinlatilmistir (17, 33, 49, 130,
134, 136, 302). Elde edilen bilesiklerden bazilarinin degisik 6nemli fizyolojik ve
farmakolojik etkilere sahip olduklari da deneysel olarak gosterilmistir. Bu nedenle
Haplophyllum tiirlerinin potansiyel olarak ilag olabilme ozelliginde bazi bilesikler
icerdikleri soylenebilir. Séz konusu bu bilesiklerden bir kisminin merkezi sinir
sistemine belirgin etkilere (774, 182, 285), diger bazilarinin antispazmodik (/64),

anestezik (/64), sedatif (93, 164, 234), antikonviilzan (44), hipotermik (44, 235),




anksiyolitik (93), ataraktik (93), 6strojenik (14, 176) ve sitotoksik (127, 276, 304)
etkilere sahip olduklari da saptanmustir. Spazmolitik ve hipotansif etkilerin yam sira
(37), Plasmodium falciparum’a kars1 antiplazmodiyal (106, 166) etkiye ilaveten,
antibakteriyel (275), antimikrobiyal (125, 338), insektisit (209, 229), hipoazotemik
(58) ile lokal antienflamatuvar aktiviteler (237) ve kardiyovaskiiler sistemde
kontraktilitede dnemli derecede azalmaya neden olucu etkilerinin (208) oldugu da
tespit edilmistir. Yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada, bazi bilesiklerin mutajenik
(31) ve bagirsaksaklarda spazmolitik (30) aktiviteye sahip olduklar1 da deneysel
olarak ispatlanmustir.

Yurdumuzda yabani olarak yetisen Haplophyllum tiirlerinden yedi tanesi
endemiktir (297). Tiirkiye igin endemik olan diger tiirler iizerinde oldugu gibi,
¢aligmamiza konu olan H. myrtifolium tiirii {izerinde de gerceklestirilmis fitokimyasal
calismalar olduk¢a az sayidadir. Haplophyllum tiirlerinde ilging fizyolojik ve
farmakolojik etkilere sahip bilegiklerin bulunma olasilig1 nedeniyle, potansiyel olarak
ilag olabilme o6zelliginde yeni bazi maddeler igerebilecegini diisiindiigiimiiz H.
myrtifolfum Boiss. bitkisi ¢alisma konumuz olarak segilmistir. Ozellikle igerdigi
alkaloit ve lignanlar1 agisindan arastirilmaya deger gordiigimiiz bu tiirden izole
edilebilecek  bilesiklerin  yapilarinin  spektral ydntemlerden  yararlanilarak
aydinlatilmasi tezimizin ana amacim olusturmaktadir. Ayrica bitkimizin tasidig

ugucu bilesiklerin saptanmasi da amaglanmistir.



II. BOTANIK BOLUM

Diinyada Akdeniz’den Dogu Sibirya’ya kadar yayilis gdsteren yetmis
kadar tiirti (322) mevcut olan Haplophyllum (Rutaceae) genusunun ondort tiird
iilkemizde yabani olarak yetigmektedir. S6z konusu bu tirlerden yedi tanesi
Tirkiye ig¢in endemiktir. Cahgma konumuzu olusturan Haplophyllum
myrtifolium Boiss. tiri de iilkemiz i¢in endemik olan tirlerden birisidir.
Asagida Haplophyllum genﬁsu ve ¢alismamiza konu olan tiire iliskin olarak
verilen ve bizim de bitki 6rneklerimizi tanimlamak amac1$'la yararlandigimiz
bilgiler, “Flora of Turkey and The East Eagean Islands” adh kaynaktan (297)

dilimize gevrilmek suretiyle ve higbir katkida bulunulmaksizin derlenmistir.

A. HAPLOPHYYLUM CINSI

Cok sayida dik govdesi olan ¢ok yilik otsu bitki, genellikle alt
kisimlarda odunumsu ila ¢alimsi, acik ya da koyu benekli salg1 cebi tagir.
Yapraklar alternan, tam, lanseolattan eliptik veya lineara kadar (daha nadiren
genigge ovat) veya lanseolat veya linear segmentli trisekt. Cigek durumu simoz,
brakteli. Sepaller ve petaller 5. Petaller i¢biikey, tam, sar1 veya kirmizimsi, az ¢ok

belirgin kalinlasmug sirt karinal. Stamenler 10, filamentler ¢ojunlukla alt



yarilarinda pilosdan villosa kadar. Kapsiil 5 loblu, genelllikle kendi kendine agilir,
lokuluslar 2-4 (~10) oviillii. Stilus yapigik. Tohumlar bébrek seklinde, ¢ogunlukla

enine kingikl, daha nadiren boyuna ve kesintili olarak kirigikls.

Zor bir genus, birgok tiir kelimelerle agiklanmasi gii¢ olan karakteristik
goriiniimlere sahip. Yeni varyete veya tiirlerin olusturulmasinda kullamlmg
olan baz1 karakterler degisken olup, bunlarin sistematik kullanilirh azdir. Bu
durum  bitkinin biitiin kisimlannin indumentumu, ama ozellikle petaller,
sepaller, stiliis ve ovaryum igin gegerlidir. Sayet caligma i¢in yeterli miktarda
materyal saglanabilmiy ise genusun hehaen hemen her tiirinde degisik gekilli

sepaller ve ¢iplak veya tiiylii ovaryumlara rastlanabilir (297).

B. HAPLOPHYLLUM MYRTIFOLIUM BOISS.

Haplophyllum myrtifolium Boiss., Diagn. ser. 1(1): 63 (1843). Syn: H.
sulphureum Boiss., Diagn. ser. 1(5): 187 (1844)! H. tchihatchewii Boiss. ; Diagn.
ser. 2 (6) : 41 (1859)! H. eriocarpum Freyn in Bull. Herb. Boiss. 3 : 106 (1895) !
H. villosum A. Juss. subsp. leiocarpum Freyn in Bull. Herb. Boiss. 3 : 107

(1895). Map 45, p. 501.

Bitki, 10-20 (-25) cm, az veya ¢ok dalgali veya diiz beyaz tiiylerle 6rtiilii.
Yapraklar lanseolat ila lanseolat-obovat veya ovat, sik beyaz tiylii, sapsiz. Cigek
durumu kompakt, sik bir gekilde dalgali veya diiz tiiylerle kapli. Sepaller oblong-
lanseolat, beyaz yuniimsii tiylii. Petaller oblong-ovat, kremsi saridan hemen
hemen beyaza kadar, 6.5-9 mm. Filamentler dar, tabandan uca dogru tedrici
olarak incelir. Gen¢ ovaryum segmentleri iki oviillii, sik beyaz tiiylii, tepede uzun
ve az ¢ok i¢e dogru kivnilmig tuberkulat uzantili. Kapsiil tiiysiiz ila sik beyaz

yiinimsi tiyli, noktalar geklinde gorillen salg:1 ceplerinin diizensiz bir gekilde
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birlesen kenarlani nedeniyle enine beyaz girintili ¢ikintih, her segment ¢ok |

belirgin ve ¢ofunlukla virgiil seklinde u¢ uzantili. Tohumlar kesintili olarak

boyuna ¢izgili.

Cigeklenme zamam 5-6. Kiregli kayalik veya volkanik bayrlar, stepler.

750-2150 m.

Endemik, Iran-Turan elemam. H, megalantum’a yakin. Konya, Ermenek
C4’ten Davis 16161, belirgin bir gekilde H. myrtifolium’a benzerlik tagir, fakat
¢ok daha fazla giirbiiz ve sik enine kirigikli tohumlara sahip. Cigekli materyal

gerekmektedir.

Bu tiir, H. megalantum ve H. vulcanicum’la birlikte, genus igersinde
izole bir grup olustururlar ve kapsiil kenarinin tozumsu yiizeyleriyle ve kremsi

cigekleriyle taminmirlar,



I1I. KIMYASAL BOLUM

A. TEORIK KISIM

Akdeniz’den Dogu Sibirya’ya kadar olduk¢a genig bir alanda yayihs gosteren
yetmis kadar Haplophyllum (Rutaceae) tiiri mevcuttur (322). Ozellikle Dogu Asya
tilkelerinde halk hekimliginde degisik amaglarla ilag olarak kullanilan Haplophyllum
tiirleri birgok aragtirmaya konu olmugtur. Giiniimiize kadar yapilmi§ olan aragtirmalarda,
Haplophyllum tirlerinden bazlan kimyasal igerikleri agisindan incelenmis ve bu
bitkilerden alkaloit, lignan, kumarin ve flavonoit etkili madde gruplanna ait birgok bilegik
izole edilip yapilan aydmlatilmgtir.

Birincil kaynak degeri tastyan ve Haplophyllum tiirlerinden ikisini konu alan ilk
aragtirma, 1932 wyilinda S. Kudryashev tarafindan yapilmgtir. Bu ¢aliymada H.
acutifolium ve H. popovii tirleri ugucu yag miktarlan ve bilesimleri yoniinden
aragtinlmugtir. Séz konusu bu aragtirma Haplophyllum tirleri ile ilgili ilk fitokimyasal
¢ahsma olmasi nedeniyle bahse degerdir (/71).

1952 yilinda S. Yunusov ve G. P. Sidyakin tarafindan yaymlanmg bir bagka

aragtrma makalesinde, o giine kadar Haplophyllum tiirlerinin alkaloitleri {izerinde



yapiumig iki galiymanin mevcut oldugundan bahsedilmigtir. Bunlardan 1941 yilinda
yaymlanan ¢ahymada, H. perforatum’dan haplophylline alkaloidinin izole edildigi, 1945
yihinda G. V. Lazurevsky ve A. S. Sad.ykov adh aragtinicilar tarafindan yapilan yayinda
ise, bu genusun baz tiirlerinde alkaloit igeriginin yaklagik olarak 'saptandlgl belirtitmigtir
(336). Sozkonusu bu kaynakta, H. perforatum bitkisinin ii¢ farkli zamanda toplanmsg
omeklerinin total alkaloit miktarlan kargilagtirmali olarak caligimugtir. Yapraklarda en
yiiksek total alkaloit miktartin, tohumlar olgunlagmaya basladit zaman toplanan
orneklerde ve % 1.2 oraninda oldugu tespit edilmigtir.

Haplophyllum tirlerinin alkaloitlerini konu alan derleme nitelifindeki ilk
caligma 1967 yilinda Iuliu tarafindan yapilmigtir. Bu derlemede, bazi Haplophyllum
tirlerinde varli: saptanan alkaloitler ve bunlarin agik kimyasal formiilleri bir tablo
halinde gosterilmigtir (/59).

Bessonova ve Yunusov tarafindan 1977 yihna kadar Haplophyllum’larda
bulunan kinolin alkaloitleri tizerine bir derleme yapilmistir. Sézkonusu derlemeye gore
Haplophyllum genusuna ait bitkilerde o tarihe kadar saptanabilmig olan tiim alkaloitler,
4-hidroksi-2-kinolonlar, pirano-2-kinolonlar, dihidropirano-4-kinolonlar, 2-fenil ve 2-
alkil-4-kinolonlar, furanokinolinler, modifiye furanokinolinter ve dihidrofuranokinolinler
olmak {izere yedi alt grup altinda toplanmuglardir. Bu ¢alisma, Haplophyllum tirlerinin

alkaloitleri Gizerinde yapilan kapsaml ilk derleme olmasi agisindan 6nem tagimaktadir
(65).

Birincil kaynaklar yaminda Haplophyllum tiirlerinin alkaloitlerinin konu edildigi
ikincil kaynaklar da tarafimizdan incelenmigtir. “The Alkaloids, Chemistry and
Physiology” adiyla yayinlanmakta olan bir seri kitabin 3, 5, 7, 9, 17 ve 32. ciltlerinde
kinolin alkaloitleri hakkinda yaymlanan muhtelif béliimlerde, Haplophyllum tirlerinden

izole edilen kinolin simfi bilegiklere de yer verilmigtir (/46, 147, 225-228). Bu ikincil



kaynakta rapor edilmiy olan ve tarafimizdan derlenen bilesikler bir tablo halinde
sunulmustur (Tablo 1). Bu tablonun hazirlamgi sirasinda, derlemeyi yapan yazarlann baz
hatalan saptanmgtir. Ornegin;

1) 9. Ciltte yer almug olan béliimde, H. perforatum (M. B.) Kar. et Kir.
bitkisinin otor ad1 Kar. et Ker. olarak verilmistir. Ayrica, H. versicolor Fisch. et Mey olan

tiiriin otor ad: sadece Fish olarak yazilmugtir ( 226).

2) 17. Ciltte, H. tuberculatum’un otér adi (Forssk) A. Juss. olmast
gerekirken A. Jass. olarak yazilmustir. Aym derlemede H. dubium ve H. popovii’nin otér

ach Eug. Kor olmas: gerekirken Eug. Kov olarak bildirilmigtic (147).

3) 32. Ciltte, H. cappadocicum Spach’tan etil esteri olarak izole edilen
malatyamine adh alkaloit, hatali olarak malayamine adiyla kaydedilmigtir (/46). Ayrica
9, 17 ve 32. ciltlerde ad: gegen bazs Haplophyllum tiirlerinin otér adlan verilmeksizin yer
aldif1 da saptanmugtir. Tablo 1’in olugturulmasinda, s6z konusu kaynaklarda otor adlan
verilmemig olan H. albertii, H. robustum, H. schelkovnikovi, H. tenue, H. glabrinum, H.
hispanicum, H. kowalenskyi, H. latifolium ve H. leptomerum tiirlerinin otor isimleri,

kaynak floralardan bulunan otér adlanyla verilmigtir.

Ikincil kaynak degeri tagtyan giivenilir bir diger kaynak da, “The Alkaloids
Specialists’ Periodical Reports™ olarak yaymlanmaya baglayip, 1984 yilindan bu yana da
“Natural Product Reports” olarak devam eden bir sireli dergidir. Bu derginin muhtelif
sayllarinda Haplophyllum genusundan izole edilen bilesikler, farkh sekonder metabolit
gruplan  altinda yer almustir (140-145, 200-206). Sézkonusu ikincil kaynakta
Haplophyllum tiirlerinden izole edildiZi rapor edilmig olan alkaloit ve lignanlara Tablo 1

de yer verilmigtir.



Haplophyllum tirleri ve bunlarda varliklan saptanmig olan alkaloitlerin yer
aldign bir diger ikincil kaynak, “Dictionary of Alkaloids” adh kitaptir (283). Bu kaynaktan

yararlamlarak hazirlanms bir 6zet de yine, Tablo 1 de sunulmaktadr.

Haplophyllum tiirleri, alkaloitlerinin yansira, lignan, flavonoit ve kumarinleri
agisindan da aragtmtmigtir. Ornegin 1972 yihinda yayinlanan bir ¢aliymada, Razakova,
Bessonova ve Yunusov, H. acutifolium ve H. perforatum’dan eudesmin adl bir bilesigi
izole ettiklerini rapor etmiglerdir. Bu ¢alisma, Haplophyllum tiirlerinden ilk kez yeni bir
lignanin izole edilip yapisimn aydmlatilmasim rapor etmesi agisindan bahse degerdir
(250). Literatirde Haplophyllum tiirlerinden izole edilen kumarin yapisindaki ilk bilegigin
ise scopoletin oldugu goériilmektedir (178). Flavonoit yapisindaki bilesiklerin aragtinldif
ilk Haplophyllum tirt ise H. perforatum’dur (49). 1980 yiinda, Batirov ve Malikov
tarafindan yapilan bu araghrmada bir flavonol glikoziti olan haploside A adl bilesik izole
edilmigtir.

Haplophyllum genusuna ait muhtelif tiirlerin ugucu yaglan fizerinde
gergeklestirilmis sistematik ve kapsamh bir aragtirmaya rastlanmamgtir. Ancak 1991
yihnda Brunke ve arkadaslan tarafindan yapilmig bir galijmada, GLC-MS analizi
sonucunda H. tuberculatum’un ugucu yag ve yag asitleri aragtinlmus ve ugucu yagda
major bilesen olarak 3-carene tespit edilmistir (84). Yari, Masoudi ve Rustiyan tarafindan
2000 yihnda yapilmig bir diger aragtirmada ise, H. tuberculatum bitkisinin ugucu yag
icerigi aragtinilmig ve majér bilesenler olarak o-pinen ve limonen saptanmgtir (324).

Chemical Abstracts taramalan sonucu elde ettifimiz veriler ve bunlardan
hareketle elde edebildigimiz birincil kaynaklara dayanarak, Chemical Abstracts’m 135.
cildinin sonuna kadar olmak kaydiyla, kimyasal igerik, izolasyon ve yap: aydinlatma

agisindan incelediklerini saptayabildigimiz Haplophyllum turleri ile bu tiirlerden elde
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edilen bilesikler, alkaloitler, lignanlar, flavonoitler, kumarinler ve digerleri (ugucu
bilegikler, steroller, amitler v.b.) seklinde gruplandirlmis halde Tablo 2 de verilmigtir.
Ancak bu tabloda temel takson olarak tiire yer verilmistir. Bu tlirlere ait sinonim isimler
ile alttiir ve varyeteler burada birlikte yer almaktadirlar. Bu derlemenin yapihis1 sirasmda
birincil kaynaklarda, birincil kaynaklara ulagilamayan hallerde Chemical Abstract’larda
saptanan bazi hususlarin belirtilmesinde yarar goriilmistlir :

1) H acutifolium (DC.) G. Don , Iran Florasinda (Flora Des Iranischen
Hochlandes und der Umrahmenden Gebirge) (258), H. perforatum (M. B) Kar. & Kir.’in
sinonimi olarak yer almaktadir. Ancak Sovyetler Birlifi’ne ait florada (Flora Unionis
Rerumpublicarum Socialistticarum Sovieticarum; Flora URSS) (7/9) iki bitki de farkh
birer tiir olarak ayr ayr1 yer almiglardir. Tarafimizdan yapilan derlemede de bu iki tiir,
Flora URSS’de oldugu gibi, ayn tiirler olarak ele almmuslardur.

2) H. Alberti Regelii Eug. Kor. olmas: gereken tiir 1983 yihnda yapilan bir
cabsmada (213) Haplophyllum alberty-regelii Korov seklinde yanhs olarak yazilmugtir.

3) H. bucharicum Litv. lizerinde yapilan bir arastirmada, bucharidine’in UV
bulgulan verilmis, ancak bu degerler IR degerleri olarak belirtilmistir (110).

4) Bir ¢cahsmada H. buxbaumii (Poiret) G. Don tiirii ad1 altinda H. buxbaumii
subsp. buxbaumii de incelenmistir (300). 1990 yihnda yaynlanan bir makalede ise ot&r
ad1 yanhsg olarak A. Juss. seklinde yazilmstir (26).

5) H. dauricum (L.) G. Don ile ilgili olarak 1981 yiiinda yaymlanan bir makalede,
bitki ad1 H. dahuricum (L.) G. Don olarak ge¢mistir (54).

6) Flora of Turkey’de Haplophyllum dshungaricum Rubtz. olarak yer alan tiiriin

otor ady, 1974 yiinda yaynlanan bir makalede N. Rubtz olarak belirtilmigtir (296).
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7) Chemical Abstract’in 72. cildinde 70593f no lu metinde, H. foliosum Vved.
bitkisi, H. folissum olarak yanhs yazlmigtir. Ancak belirtilen birincil kaynakda bitki
adimin dogru olarak yazildif: goriilmiigtir (267).

8) Chemical Abstracts’da H. glabrinum isimli bir tiirin varhfindan so6z
edilmektedir. Birincil kaynaklardan 198;1 yilinda yayinlanan bir makalede (309), Iran’dan
toplandifa belirtilen H. glabrinum Bunge tiiriinden bahsedilmektedir. 1986 ve 1988
yillarinda yapilan aragtirmalarda (263, 264) otdér adi belirtilmeksizin, H. glabrinum
turiinden izole edilen bilesiklere yer verilirken, 1988 yilinda yaymnlanan makalenin (263)
bashginda bitki ismi H. glabrium olarak yazilmigtir. Ancak metninde H. glabrinum adi
kullamlmigtir. Yapilan literatiir araghrmalan sirasinda, bu tiirin  varh@ tespit
edilememigtir. Birincil kaynaklarda Iran’a endemik bir tiirden bahsedildigi igin, fran
Florast incelenmig (258), ve bu kaynakta H. glaberrimum Bge. ex Boiss. tiiriiniin varli
tespit edilmistir. Aynica Flora Orientalis’te de (82) H. glaberrimum Bge. adinda bir
Haplophyllum turiine yer verilmistir. Derlememize dahil edilen bu tiiriin adi ve otorii
hususunda Iran florasim referans olarak alimmgtir. Ancak yine de birincil kaynaklara konu
olan tiiriin ad: ve otor adimn tam ve dogru olarak mutlaka belirtilmesi gerektigi hususu
da g6z ardi edilmemigtir.

9) Yapilan literatiir aragtirmalan, H linifolium (L.) G. Don fil. adh tiiriin, H.
hispanicum Spach’in bir sinonimi oldufunu géstermigtir (126, 128).

10) 1983 yihnda yaymlanan bir makalede H. latifolium Ket. K. tiiriinden
bahsedilmektedir (47). Burada otor ad: yanhs yazilmg olup, Kar. et Kir. olmahdir.

11)  Flora URSS’de (119), ayn bir tiir olarak ach gegen H. leptomerum Lincz et
Vved., Iran Florasinda (258) H. griffithianum Boiss.’in sinonimi olarak gosterilmistir,
Aym kaynakta H. griffithianum Boiss.’in sinonimi olarak H. foliosum Vved. ve H.

tenuisectum Lincz & Vved. verilmektedir. Tarafimzdan yapilan derlemede, H.

&
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leptomerum Lincz et Vved. bitkisi Flora URSS’de yer almus oldugu gibi ayn bir tiir
olarak bildirilmistir.

12) 1967 yihnda yaymlanan Chemical Abstract 67. cilt 42381p no Iu metinde, H.
lociosum tiirlinden izole edilen foliosidine’in farmakolojik etkileri ile ilgili bir 6zet yer
almustir. Ancak bu 6zette bitki ad1 H. foliosum yerine yanhs olarak H. lociosum seklinde
yMu (44).

13) Flora URSS’de (119), H. obtusifolium Ldb. olarak kayith olan bir tiiriin ot6r
ad, birincil kaynaklarda Ledeb, Lbd. ve Lebed olarak degisik sekillerde gegmektedir.
Flora Orientalis’te (82) de Haplophyllum obtusifolium Ledeb olarak adlandirilan bu
tiirlin otdr adi, derlememizde Flora URSS’de oldugu sekliyle benimsenmistir.

14) 1973 yihnda H. pedicellatum tiirii lizerinde yapilmig bir aragtirmada otdr adi
Juss.olarak belirtilmistir (178). Bu tiiriin otér adi, Flora URSS’de Bge. (119), Iran
Florasmda Bge. ex Boiss. (258) ve Flora Orientalis’de ise Bunge (82) olarak
kaydedilmistir.

15) 1987 yilinda yihnda yaymlanan bir makalede, H. perforatum (M. B.) Kar et

Kir. tiirlin{in ot6r adi, (N. B.) Kar. et Kir. olarak gegmektedir (329).

H. myrtifolium bitkisi tizerinde giintimiize kadar yapilms yalnizca iki ¢ahsmaya
rastlanmugtir. 1986 yiinda yapilmug olan bir arastirmada, bu bitkiden arilnaftalen alt
smifindan bir lignan olan haplomyrtin ile dibenzilbutirolakton yapisinda bir lignan olan
haplomyrfolin isimli doga i¢in yeni iki bile§1'k izole edilmis, ve yapilari spektral analiz
yontemlerinden yararlamlarak aydmlatidmgtir (709). 1990 yilinda yaymlanan arastirmada
ise, H. myrtifolium’dan furokinolin yapisinda yeni bir alkaloit olan myrtifoline’in yanisira,

kokusaginine, skimmianine, y-fagarine, haplaphine, flindersine, (+)-nkolbisine ve 4,5,7-
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trimethoxyfuroquinoline adh bilinen alkaloitlerin de izole edildikleri ve yapilarnm

spektroskopik ybntemlerle aydmlatildi: bildirilmigtir (289).
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B. PRATIK KISIM
1. MATERYAL

Bu mam fitokimyasal  c¢ahgmalarinda  kullamlan
Haplophyllum myrtifolium Boiss.’a ait inceleme 6rnekleri, 11 Haziran 1993
ve 1 Haziran 1994 tarihlerinde Denizli ili Honaz ilgesi yakinlanndan bitki
cicekli ve meyvali haldeyken toplanan bitkilerden olusturulmugtur. Toplanan
bitkilerden hazirlanan herbaryum oOrmeklerinin tayini, E. U. Eczacihk
Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dah Ogretim Uyesi Sayin Prof Dr.
Mustafa Ali Onir tarafindan yapdmustir. S6z konusu materyalden
hazirlannmg  herbaryum &mekleri halen E.U. Eczacihk Fakiltesi
Farmakognozi Anabilim Dah Herbaryumunda 1151 ve 1174 numaralan

altinda saklanmaktadir.

Toplanan bitkiler, toprakalti ve toprakiistii kisimlan ayrilmaksizin
kiigiik parcalar halinde kesilip oda sicakhginda, agtk havada ve golgede
kurutulduktan sonra Retsch marka degirmende ince toz haline getirilmigtir.

Ayrnica 20 Haziran 2000 tarihinde sadece toprakiistii kisimlarindan
ibaret olacak sekilde toplanan Ornekler ise, hem su distilasyonu yoluyla
ugucu yaginn elde edilmesi ve hem de petrol eterli ekstresinin hazirlanmas:

amactyla kiiglik parcalar haline getirilerek taze halde iken kullamlmgtir,
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2. METOTLAR
a. BILESIKLERIN IZOLASYONU

i. Tiiketme ve Fraksiyonlandirma

Orta incelikte toz haline getirilmis olan materyal % 96 lk etanol ile
oda sicakh@inda perkole edildi. Etanolli ¢ozelti algak basingta kuruluga
kadar distillendikten sonra elde edilen bakiye, hidroklorik asidin sudaki % 2
lik ¢ozeltisinde ¢oziindirildi. Coziinmeyen kisimlar siizge¢ kafidindan
siiziilerek aynldi. Asitli ¢ozeltiler birlegtirilip, % 25 lik amonyum hidroksit
cozeltisi ile pH 9-10 olacak gekilde baziklestirildi. Bazik sulu ¢ozelti
kloroformla tiiketildi. Kloroformlu kisimlar birlegtirilip susuz sodyum siilfat
ile suyundan kurtanlarak siiziildi ve algak basingta kuruluga kadar
distillendi.

ii. Bilesiklerin Ince Tabaka Kromatografisi (LT.K.) ile

incelenmesi

Situn kromatografisi c¢aligmalari sirasinda alman fraksiyonlann
incelenmesi ve benzer olanlarin birlestirilmesi, preparatif ince tabaka ve
vakum uygulamah preparatif siitun kromatografisi i¢in uygun ¢ozici
sistemlerinin geligtirilmesi ve elde edilen bilesiklerin safliklanimin kontrolii
amaglaniyla 1. TX. yonteminden yararlamldi. I.T K. ¢aligmalarinda 0.25 mm
kalmhiginda silika jel 60 Fs, (Merck 5715) hazir cam kromatografi plaklan
kullanildi. Incelenecek bilesikler kromatografi plaklarna kloroform:metanol

(4:1) goziicii sisteminde ¢oziindiiriilerek tatbik edildi.
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Ince Tabaka Kromatografisinde Kullanilan Cdzilcii Sistemleri

Sistem No Coziici Sistemi

Benzen: kloroform: asetonitril (38: 1: 1)

Benzen: kloroform: asetonitril (19: 1: 1)

Benzen: kloroform: asetonitril (8: 1: 1)

n-Hekzan: etilasetat: etanol (17: 2: 1)

Benzen: kloroform: etilasetat: metanol (57: 30: 10: 3)

Siklohekzan: dietilamin (9: 1)

n-Hekzan: kloroform: etilasetat: metanol (11: 6: 2: 1)

Benzen: etilasetat: metanol (89: 10: 1)

Benzen: etilasetat: metanol (44: 5: 1)
Benzen: etilasetat: metanol (42: 5: 3)

Mix|R|IE|Ig]|2<|2l8]|0]~

Benzen: etilasetat: metanol (8: 1: 1)
Uygun ¢8ziicil sistemlerinde yiikseltilen plaklar 254 nm ve 366 nm dalga

boyundaki igiklar altmda incelendi. Bilegiklerin belirlenmesi i¢in uygun
belirteglerden yararlamidi,

iii, Bilegiklerin Saflastinlmasi

Elde edilen bilegiklerin saflagtiritmasinda klasik kromatografik
yontemler olan slitun ve preparatif ince tabaka kromatografisinin yam sira

kristallendirme isleminden de yararlamildi.

Siitun Kromatografisi

Total ekstrenin fraksiyonlandirimas1 ve ana fraksiyonlarm elde
edilmesi, birlegtirilen ana fraksiyonlarin daha ileri fraksiyonlandirilmas
amaciyla stitun kromatografisinden yararlamidi.
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Ana  fraksiyonlarin  elde  edilmeleri  swrasmda  siitun

kromatografisinde adsorban olarak silika jel 60 (70-230 Mesh) (Merck 7734)
kullamidi.  Birlestirilmiy "ana  fraksiyonlann situnda daha ileri
fraksiyonlandinlmasinda ise silika jel H (Type 60, 5-40 um) (Merck 7736)
adsorbamndan  yararlamildi. Situn kromatografisine tabi tutulacak
fraksiyonlarin beher gramu i¢in 40-50 g adsorban kullanildi. Kullamlan
adsorban miktarina  uygun boyutlara sahip cam siitunlar ve aynica
gerektiginde vakum uygulanabilecek gekilde tasarmu yapilmig cam

siitunlardan da yararlamlmigtir.

Total ekstre, silika jel 60 (30-70 mesh) (Merck 7733) adsorbana, ara
fraksiyonlar ise, silika jel 60 (70-230 mesh) (Merck 7734) adsorbana

emdirilmek suretiyle kat: halde tatbik edildi.

Ana fraksiyonlarin elde edilmesi sirasinda agafida belirtilen ¢oziicii

sistemlerinden yararlamids,

Sistem No Coziicii Sistemi
X1 Kloroform
Xm Kloroform: metanol (99: 1)
X1v Kloroform: metanol (39: 1)
XV Kloroform: metanol (19: 1)
XVI Kloroform: metanol (9: 1)
Xvil Kloroform: metanol (4: 1)

Preparatif ince Tabaka Kromatografisi

Preparatif ince tabaka kromatografisinde 10x20 ve 20x20 cm

boyutlarinda 0.5 mm kalinh@inda, silika jel 60 Fas4 (Merck 5744) hazir cam
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plaklardan yararlamldi. I.T.K. nde yapilan 6n denemeler sonucu, preparatif
I.T.K. i¢in en iyi sonucu veren ¢6ziici sistemleri kullamld1. Tek stirtikleme
yapilan kromatografik gahigmalarda, ¢oziicti sistemleri plaklarda 15 cm, ¢ift
stirtikleme yapilanlarda ise 6nce 15 cm, sonra da 18 cm olacak gekilde
yiikseltildi. Plaklar dnce 254 nm ve 366 nm dalga boyundaki 151k altinda
incelendi. Bilegiklere ait bantlar, plaklarin yan taraflarina uygun piiskiirtme
belirtegleri uygulanarak belirlendii. Bu bantlar plaktan kazinip,
kloroform:metanol (4:1) kangimiyla eliie edildi. Coziicliniin algak basing

altinda distillenmesiyle bilegikler elde edildi.
Kristallendirme

Fraksiyonlarin saflagtirilmas1 amaciyla gerektiginde kristallendirme
isleminden de yararlamldi. Oda sicaklifinda, bazense buzdolabinda
bekletmek suretiyle olusan kristaller ana kristalizasyon sivisindan arindirilip,
iyi ¢oziinmedikleri ¢oziiciilerle yikanarak temizlendi. Daha temiz ve bilylik

kristaller elde edebilmek igin genellikle kristalizasyon iglemleri tekrarlandi.

iv. Elde Edilen Saf Haldeki Bilegiklerin Taninmasi

Kalitatif Tanimlamada Kullanilan Belirtecler

Shinoda Belirteci: Flavonoit ¢bzeltisine 6nce magnezyum talasi,
daha sonra damla damla % 25 lik hidroklorik asit ilave edilir. Flavonoitler

yapilarindaki farklara g6re karakteristik renkler meydana getirirler ( 278)

Demir (III) Kloriir Belirteci: Demir III klorirtin 0.5 N HCI

igindeki % 1 lik ¢dzeltisidir (118).
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Mayer Belirteci: 1.35 g Civa II kloriir, 50 ml suda ¢&ziiliir,

¢ozeltiye 5 g potasyum iyodiir ilave edilip su ile 100 ml ye tamamlanir (98).

Dragendorff Belirteci: Cozelti A: 0.85 g bazik bizmut nitratin 10
ml asetik asit ve 40 ml distile sudaki ¢ozeltisi; Cozelti B: 8 g potasyum
iyodiriin 20 ml sudaki ¢ozeltisi. Piiskiirtme belirteci olarak A ve B
¢ozeltilerinden esit hacimde kanstirildiktan sonra, bu karigimin 1 ml sinin 2
ml glasiyel asetik asit ve 10 ml su ile karigtirilmasiyla elde edilen ¢6zelti

kullamlir (210).

Yap: Aydinlatmada Kullanilan Spektral Analizler

Kromatografik saflikta elde edilen bilesiklerin yapilarim
aydmnlatmak i¢in degisik spektroskopik ydntemlerden (optik ¢evirme, UV,
IR, 'H NMR, C NMR, DEPT, 2D NMR, EIMS ve ESI-MS) yararlanildw.
Bu yontemlerde kullamilan cihazlara ait teknik bilgilere agafida yer
verilmistir.

Optik Cevirme: Optik ¢evirme Olgtimii Perkin Elmer 241

polarimetresinde yapilmugtir.

IR Spektrumlari: Maddelerin IR spektrumlari, spektral safliktaki
kloroform iginde wuygun konsantrasyondaki ¢dzeltileri ya da potasyum
bromiir pelletleri hazirlanarak Perkin-Elmer 297 Infrared, Perkin-Elmer
Series FITIR  spektrofotometresinde  ve Jasco FT/IR-430

spektrofotometresinde ahnmagtur.

UV Spektrumlari: UV spektrumlari, Shimadzu UV-160 A ve

Unicam Helios spektrofotometresinde ve, 1 cm lik kuvartz kiivetlerde
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maddelerin metanoldeki % 0.01 lik ¢ozeltileri kullanilarak alindi

Maddelerin alkali ve asit ortamdaki spektrumlari, kiivetteki ¢ozeltiye % 1
lik sodyum hidroksit ve % 1 lik hidroklorik asit sulu ¢dzeltileri ilave

edilerek alindi.

NMR Spektrumlar: "H ve °C NMR ile DEPT 135 spektrumlar ve
2D NMR spektrumlann ("H,'H DQF-COSY, TOCSY, HSQC, HMBC,
NOESY) Bruker ARX 300 ve Bruker AMX 600 spektrometrelerinde,

bilesiklerin CDCl; ve CD30D deki ¢dzeltilerinde alind.

Kiitle Spektrumlari: Maddelerin EI Kiitle Spektrumlari, Finnigan
MAT SSQ 700 spektrometresine, ESI Kiitle Spektrumlar ise Finnigan MAT

TSQ 700 spektrometresinde alindi.

b. UCUCU BILESIiKLERIN iZOLASYONU VE SAPTANMASI
i. Kullanilan Bitkisel Materyal

Ugucu yagmin ve petrol eterli ekstresinin elde edilebilmesi igin,
20.6.2000 tarihinde, sadece toprakiistii kisimlarindan ibaret olacak sekilde ve

ciceklenme zamam toﬁlamms olan bitkisel materyalden yararlamldi.
ii. Deneysel Cahyma

Distilasyon Islemi

Bitkisel materyalden ugucu yafin eclde edilmesi islemi su
distilasyonu ydntemiyle gergeklestirilmigtir. Bu amagla USP (294) de tarif edilen

bir diizenekten yararlamlmugtir.
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Petrol Eterli Ekstrenin Hazirlanmas:

Oda sicakliginda golgede agik havada kurutularak defirmende gok
ince toz haline getirilmig olan bitkisel materyal, yeterli miktarda petrol eteri
ile bir gece maserasyona birakildiktan sonra, petrol eteri ile perkolasyona
tabi tutuldu. Petrol eterinin kuruluga kadar distillenmesi neticesinde petrol

eterli ekstre elde edildi.

Ana Fraksivonlarn Birinden Ucucu Bilesenlerin izolasyonu
Total alkaloit ekstresinin siitun kromatografisi yontemiyle ana

fraksiyonlara ayrilmas: sirasinda elde edilen F, kodlu fraksiyonun, ugucu
maddelerin varhifina isaret eden oldukg¢a kuvvetli bir kokuya sahip
oldufunun saptanmas:i nedeniyle, s6z konusu ugucu bilesenlerinin izole

edilmesine karar verildi
iii. Analitik Calismalar
Solid-Phase Micro Extraction (SPME )

100 um polydimethylsiloxane (PDMS-red) ile kapli SPME teli
(Supelco) kullamldi. Kaplanmig tel, enjeksiyonun kolayca yapilabilmesi
amaciyla i¢i bos, paslanmaz gelikten yapilmig bir igne igine yerlestirildi.
Bitki ekstresini igeren flakonun agzi parafilm ile sikica kapatildi. Kaplanmig
tel, parafilmden igeri itildi, 15 dakika boyunca 50°C’de, ekstre ile parafilm
arasindaki boslukta tutuldu. Daha sonra bu kaplanmig telde absorbe olan
ugucu bilegenlerin desorbe olmasi ve analizlenebilmesi amaciyla, bu tel igne

vasitasiyla GC/MS sisteminin enjeksiyon bloguna enjekte edildi.
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Gaz Kromatografisi / Kiitle spektrometrisi Sistemi / MS

Ugucu yag igindeki bilegenler ile petrol eterli ekstre ve F; kodlu ana
fraksiyonun ugucu bilesenleri gaz kromatografisi kolonunda aynldiktan
sonra, dedektér gorevi yapan kiitle spektrometresinde her birinin kiitle
spektrumlan alindi. Degerlendirmeler “TBAM Ucucu Ya§ Bilegenleri

Kiitiiphanesi” ve Wiley GC/MS Kiitiiphanesi kullamlarak yapildi.

GC / MS Analiz Kosullan

Sistem: Hewlett Packard G1800A GCD

Kolon: Innowax FSC (60 m x 0.25 mm &, 0.25 pum film kalinlig)

Tasiyic1 Gaz: Helium ( 1 ml/min)

Sicakhliklar:Enjeksiyon: 250°C; Kolon: 60°C’de 10 dak // 220°C’ye
4°C dak // 220°C’de 10 dak// 240°C’ye 1°C/dak

Splt Oram: 501
MS Kosullari: Elektron enerjisi: 70 eV, Kiitle aralif1: m/z 35-425

3. DENEYLER
a. BILESIKLERIN iZOLASYONU

i Total Ekstrenin Hazirlanmas:

Orta incelikte toz edilmis 26.5 kg materyal, yaklagik 600 litre % 96
lik etanolle, 6.7 kg materyal ise 135 litre % 96 lik etanolle tiiketildi.
Etanollii ¢ozeltiler birlestirilip algak basing altinda kuruluga kadar
distillendikten sonra bakiye hidroklorik asidin % 2 lik sulu ¢ozeltisinde
¢oziindirildi. Cozinmeyen kisimlar siizillerek aynldi. Asitli ¢ozeltiler, pH
9-10 olacak sekilde % 25 lik amonyum hidroksit ¢6zeltisiyle alkalilendirildi
ve kloroform ile stv1 sivi ekstraksiyona tabi tutuldu. Susuz sodyum silfat ile

suyundan anndinlan kloroformlu kisimlar siziliip, algak basing altinda
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kuruluga kadar distillendi. Bakiye desikatdrde sabit vezne gelene kadar
bekletildi ve tartildi. 76.08 g agirhiginda total ekstre elde edildi. Hesaplanan

verim % 0.23 tiir.
ii. Bilegiklerin Saflagtirilmas:

Total ekstrenin 40 kati agwrhginda silika jel 60 (70-230 mesh)
(Merck 7734) tartildi. XII nolu ¢oziicli sistemi ile siispansiyon haline
getirilip, bir cam kromatografi siitununa dolduruldu. 76.08 g agrhgindaki
total ekstre, kloroform:metanol (4:1) ile ¢&ziiliip 160 g civarinda silika jel 60
(30-70 mesh) (Merck 7733) adsorbana emdirildi. Cdziicliniin a¢ik havada,
oda sicakhifinda ugmasi beklendi. Bakiye desikatorde kurutuldu. Hazirlanan
bu ekstre karisim siituna ilave edildi. Eliisyona XII nolu ¢6ziicii sistemi ile
baglandi ve g¢aligma siiresince birer litre hacminde fraksiyonlar alind1. Ince
tabaka kromatografisi ile saptanan nitelik ve miktara bagli olarak, eliisyon
amactyla kullamlan ¢dziicii sistemi igine sirasiyla % 1, % 2.5, % 5, % 10 ve
% 20 oranlarinda metanol ilave edildi. Her fraksiyon algak basing altinda
distillendi. Kalan bakiye, kloroform:metanol (4:1) de ¢ozildi ve L.T.K. ile
karsilagtrmal olarak kontrole tabi tutuldu. Bu kromatogramlar 254 nm ve
366 nm dalga boyundaki UV 1gik altinda incelendikten sonra, lekeler
Dragendorff veya % 60 hk H,SO4 ¢bzeltisi belirteci piiskiirtiilerek goriiniir
hale getirildi. Aym ¢dziicli sisteminde aym R¢ degerine sahip lekeleri veren
benzer fraksiyonlar birlestirilip, algak basing altinda kuruluga kadar
distillendi. Desikat6rde sabit vezne gelinceye kadar bekletilen birlestirilmis

fraksiyonlar tartildi ve bSylece total ekstreden ana siitun fraksiyonlar1 elde

edilmis oldu.



Total ekstreden, siitun kromaiograﬁsi yontemiyle elde edilen ana

situn fraksiyonlari, bunlara verilen kodlar, eliisyonda kullamlan ¢dziicti

sistemleri ve ana ﬁ'a](siyénlarm agrliklar1 bir tablo halinde asagida

verilmektedir.
Fraksiyon Numaralan Ana Fraksiyon - Eliisyonda Yararlamlan Ana Fraksiyon
Kodu Céziicll Sistemleri Bakiyesinin Agirlif (g)

23 F, Xoa 0.1015
4-6 F; X1 0.1268

7 F; X 0.0674
89 Fs X1 0.1376
10-12 Fs X 3.3647
13 Fs X1 4.1331
14-18 F; X1 15.5692
19-21 Fg X1 1.6277
22-26 Fo X1 2.8884

27-29 Fuo X 2.008
30-31 Fu Xn 0.6468
32-37 Fi2 Xm 1.7451
38-39 Fis X 0.7259
40-45 Fis Xm 6.0785
46-47 Fis XiIl- X1V 1.6603
48-53 Fis XIv 3.4708
54-56 Fi7 X 0.2975
57-58 Fis X 0.5471
59-63 Fis Xiv 0.4916
64-65 Fzo XV 0.4145
66-70 Fa1 XV 1.1435
71-72 Fx Xv 1.0578
73-75 Fz XV 2.1031
76-80 Fau XV-XVI 3.7524
81 Fas Xv1 0.7227
82-83 Fa XVi 1.9378
84-39 Fx XVl 26182
90-92 Fa XVl 0.694
93-96 Fx XVI- XVII 0.6198
97-100 F3o XvIl 0.9014
101-105 F3; Xvil 0.6094

F5 Fraksiyonunun Saflastirilmasi

Fs kodlu ana fraksiyon (3.3647g) asetondan kristallendirildi. Elde

edilen kristallerin I.T.K. ile kontrolleri sonucunda saf olduguna karar verildi

ve bu maddeye HM-3 (63.8 mg) kodu verildi.
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Kristallendirmeden arda kalan kristalizasyon sivist uguruldu ve
bakiye desikatorde kurutulduktan sonra bu kez de eterden kristallendirildi.
Yine ana madde olan HM-3 kodlu bilesik yamnda, kromatografide baz

kirlilikler tasidifx goriilen toplam 200 mg F's fraksiyonu alindi,

Kristallendirme  ¢ozeltisinin kuruluga kadar distilasyonuyla
kazanilan bakiye (2.74g), vakum uygulamaya uygun sekilde 6zel olarak
tasarlanmig 3.5 cm ¢apinda cam kromatografi siitunu kullanilarak, preparatif
siitun kromatografisine uygulandi. 50 g silika jel H (Merck 7736), I no lu
¢oziicli sisteminde siispande edilerek cam' siituna dolduruldu. Uygulanacak
bakiye kloroform:metanol (4:1) c¢oziici sisteminin en az miktan ile
¢ozildiikkten sonra, 5 g silika jel 60 (Merck 7734) adsorbanina emdirildi.
Coziictiniin agtk havada oda sicakliginda ugmast saglandi. Adsorbana
emdirilmis olan ekstre siituna ilave edildi. Eliisyona I nolu ¢6ziicii sistemi ile
900 mbar vakum altinda, uzi dakikada 40-50 damla olacak sekilde baglands.
30 ar ml lik fraksiyonlar alindi. Eliisyona 41. fraksiyondan itibaren II no lu
¢oziici sistemi, 52. fraksiyondan itibaren ise IIl no lu ¢ozicii sistemi ile
devam edildi. Alnan fraksiyonlann, I.T K. ile mukayeseli olarak kontrolleri
yapildi. Benzer oldufu saptanan fraksiyonlar birlegtirilip, ¢éziiciileri vakum
altinda kurulufa kadar distillendi. Elde edilen ara fraksiyonlar, desikatérde

bekletilip, sabit agirhga getirildikten sonra tartildi.

Fs kodlu ana fraksiyondan preparatif siitun kromatografisi
yontemiyle elde edilen ara fraksiyonlar, eliisyonda kullanilan ¢ozicii

sistemleri ve ara fraksiyonlann agirliklan agagidaki tabloda gosterilmistir.



43

Fraksiyon Numaralan | Fraksiyon Afirh$ (g) | Eliisyonda Yararlamlan Coziicii
Sistemi
3 _0.0036 1
4 0.0027 I
5 0.0089 I
6 0.0127 1
7 0.0397 I
8 0.1286 1
9 0.1181 1
10 0.0906 I
11 0.0997 1
12-14 0.312 I
15 0.0552 1
16-22 0.2251 I
23-33 0.1327 I
34 0.0088 I
35-37 0.1003 I
3843 | os37 I
44-49 0.5718 i
50-55 0.0298 II-m1

50-55 no lu ara fraksiyon (29.8 mg) metanolden kristallenmeye
buakﬂle Ele gecen Kkristallerin I.T.K. ile yapilan kontroller sonucu temiz

olduguna karar verildi ve bu maddeye HM-1 (13.8 mg) kodu verildi.

8 no lu ara fraksiyonun (128.6 mg) metanolli ¢Gzeltisinin
bekletilmesiyle beyaz, amorf halde bir madde ¢6ktii. L.T.K. ile yapilan
kontroller neticesinde tek ve saf halde oldugu saptanan bu maddeye HM-2

kodu verildi (18 mg).

44-49 no lu ara fraksiyon (571.8 mg) etanolden kristallendirildi.
I.T.K. incelemeleri sonucu saf oldugu gériilen bu bilesige HM-5 kodu verildi

(323.5 mg). Degisik ¢ozlicii sistemleri ile yapilan I.T.K. kontrolleri ve erime
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derecesi tayini ile kangimun erime derecesi tayini sonucu, bu maddenin

HM-3 kodlu madde ile aym oldugu tespit edildi.

3843 no Iu ara fraksiyonun (532.7 mg) etanolden
kristallendirilmesiyle 238.2 mg kristal temiz halde elde edildi.
Karsilastirmali 1.T.K. incelemeleri ve erime derecesi tayini sonucunda, bu

maddenin HM-5 ve HM-3 kodu verilen bilegiklerle aym oldugu goriild.

6 no lu ara fraksiyonun (12.7 mg) preparatif L. T.K. ile
saflagtinimas1 amaciyla, tabaka kalnlign 0.5 mm olan 10x20 cm
boyutlarindaki bir adet silika jel 60 Fas4 (Merck 5744) hazir cam plak ve IV
no lu ¢oziicii sistemi kullamildi. Plaktan eliie edilen bir banttan elde edilen
bilesigin kromatografik incelemeleri, saf halde oldugunu goésterdi. Bu

bilesige HM-6 kodu verildi (12 mg).

23-33 no lu ara fraksiyon (132.7 mg), etanolden kristallenmeye
birakildi. San, ignemsi kristaller ele gegti. Kromatografik incelemeler

sonucu saf oldugu gorilen bu maddeye HM-7 kodu verildi (23.1 mg).

11 no lu ara fraksiyon, preparatif . T.K. ne tabi tutuldu. Bu maksatla
0.5 mm kalinhginda 20x20 cm boyutlarindaki dort adet silika jel 60 Fasy
(Merck 5744) hazir cam plak ve V no lu ¢ozicii sistemi kullamildi. Plaklar
254 nm ve 366 nm dalga boylanndaki UV gl altinda incelendi.
Dragendorff Belirteci piiskiirtiildiigiinde, daha yavas yiiriiyen bant koyu
turuncu renk verirken, hizh yiiriyen bant hafif renklenme gosterdi.
Plaklardan ayn ayn kazinan iki banttan yavag yiirityen alkaloidal bilesigin
kromatografik incelemeleri, saf halde oldugunu gésterdi. Bu bilegige HM-9

kodu verildi (2.3 mg).
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12-14 nolu ara fraksiyonun metanolden kristallendirilmesiyle ele

gecen maddenin (2.5 mg) kromatografik incelelemeleri sonucunda HM-9

bilesigiyle identik oldugu tespit edildi.

11 no lu ara fraksiyonun preparatif 1.T K. ile fraksiyonlandiriimas:
sirasinda  V no lu ¢oziicii sisteminde hizh yiiriiyen bandin eliisyonu ile
kazamlan ve muhtemelen nonalkaloidal olan bile§iSin kromatografik
incelemeleri, safsizlik igerdifini gosterdi. Bunun iizerine, ileri saflagtirma
amaciyla preparatif 1.T K. uygulandi. VI No lu ¢6ziicii sisteminde 0.5 mm
kalinh@inda silika jel plak (Merck 5744) iizerinde ¢ift siiritkkleme yapildi.

Kromatografik saflikta elde edilen bilesige HM-10 kodu verildi (4 mg).

Fs ve Fy Fraksivonlarimin Saflastinlmas:

Fe ve F; kodlu ana  fraksiyonlanmn  asetondan
kristallendirilmesinde, sirastyla 3.9172 g ve 9.3546 g agirhfinda kristaller
elde edildi. I.T.K. kontrolleri, erime derecesi ve kansim erime derecesi
tayinleri, bu iki bilesigin aym olduklanm gosterdi. Bu bilesise HM-4 kodu
verildi. Ancak kargilagnrmah I.T.K. ve erime derecesi tayinleri, HM-4 iin
daha once Fs fraksiyonundan izole edilmis olan HM-1 kodlu madde ile

identik oldugunu ortaya koydu.
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b. UCUCU BiLESiKLERiN IZOLASYONU VE SAPTANMASI

i. Distilasyon Islemi

Materyalin Distilasyon islemine Hazirlanmasi

Haplophyllum myrtifolium bitkisinin toprakiistii kisimlar: (1.85 kg)
taze halde iken kiigilik parcalar halinde kesildi ve distilasyon iglemine hazir

duruma getirildi.

Su Distilasyonu -

USP’de tarif edilen ugucu yag tayin cihazmnin yerli olarak imal
edilmig bir benzerinde bitkisel materyal yaklagik 100 er g hk porsiyonlar
halinde ve 2 litrelik distilasyon balonuna doldurulduktan sonra 10 kat1 kadar
distile su ilave edildi. 8 saat siireyle distilasyon islemine tabi tutuldu. Elde
edilen ugucu yag ksilol iginde toplandi. Ksilol i¢inde bulunan ugucu

maddelerin tayini icin GC/MS sistemine uygun miktarlarda enjekte edildi.

ii. Petrol Eterli Ekstrenin Hazirlanmasi

Oda sicakhginda gdlgede agik havada kurutularak ¢ok ince toz
edilmis bitkisel materyal (720 g), uygun miktarda petrol eteri ile bir gece
maserasyona birakildi. Daha sonra petrol eteri ile perkolasyona devam edildi
Toplam 8 litre civarinda petrol eteri kullamldi. Petrol eterinin algak basingta
distillenmesinin ardindan, koyu yesil renkli krem kivaminda bir ekstre elde
edildi. Bu ekstreden ugucu fraksiyonlarin izolasyonu amaciyla SPME
tekniginden yararlamldi. Izole edilen ugucu bilesenler GC/MS sistemine

enjekte edildi.
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iii. F, Xodlu Ana Fraksiyondan Ucucu Bilesenlerin
Izolasyonu

Total ekstrenin siitun kromatografisine tabi tutulmas: sirasinda elde
edilen ve ugucu bilesikler icerdigi tahmin edilen F, kodlu ana fraksiyonun
ugucu bilegenlerinin izolasyonu i¢in SPME tekniginden yararlamidi. Izole

edilen ugucu bilesenler GC/MS sistemine enjekte edilerek analiz edildi.
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IV. BULGULAR

A. IZOLASYON CALISMALARINDA ELDE EDiLEN BIiLESIKLERE
AT BULGULAR

1. HM-1 BILESIGININ SPEKTRAL BULGULARI

MP
175°C
UV (Spektrum No 1)

A maks (MeOH) nm (log €) 209 (4.09), 251 (4.65), 319 (3.77), 348 (3.77).

IR (Spektrum No 2)

v maks (CHCL) cm™ 2990, 2920, 1629, 1611, 1550, 1500, 1490, 1460, 1450, 1390,
1365, 1320, 1295, 1270, 1220, 1155, 1110, 1095, 1055, 995, 980, 953.

ESI Kiitle (Spektrum No 3)

m/z 541 [2M+Na'], 298 [M+K'], 282 [M+Na*], 260 [M+H"].

EI Kiitle (Spektrum No 4)

m/z (%) 260 (10), 259 (M, 68), 258 (24), 245 (16), 244 (100), 230 (52), 229 (27),
228 (22), 216 (25), 215 (12), 213 (25), 201 (27), 200 (1), 199 (16), 173 (13), 122
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(11), 71(11), 69 (13), 57 (18), 55 (19), 44 (38), 43 (34), 41 (21), 39 (10), 32 (86), 31
(13).

TH NMR (Spektrum No 5)

(300 MHz, CDCL) 3 8.02 (1H, d, J 9.4 Hz, H-5), 7.59 (1H, d, J 2.8 Hz, H-11), 7.23
(1H, d, J9.4 Hz, H-6), 7.05 (1H, d, J 2.8 Hz, H-12), 4.44 (3H, s, C-OCH3), 4.12 (3H,
S, Ca-OCH3), 4.03 (3H, S, C7-0CH3).

3C NMR (Spektrum No 6)

(75 MHz, CD;0D) & 164.26 (C-2), 157.43 (C-3), 152.31 (C-7), 143.11 (C-11),
142.03 (C-8), 141.27 (C-9), 118.19 (C-5), 114.90 (C-10), 112.26 (C-6), 104.67 (C-
12), 102.13 (C-3), 61.72 (Cs-OCH), 59.06 (C+-OCHj), 56.88 (C;-OCHa).

DEPT 135 ( Spektrum No 7)
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2. HM-2 BiLESIGININ SPEKTRAL BULGULARI

[a]lp (CHCL; ¢ 0.2325) -85.6°

UV ( Spektrum No 8)

A maks (MeOH ) nm (log €) 207 (4.69),290 ( 3.95).

IR ( Spektrum No 9)

v maks ( CHCl; ) cm™ 2890, 1785, 1775, 1500, 1480, 1440, 1365, 1330, 1280, 1225,
1160, 1145, 1090, 1035, 995, 950, 935.

ESI Kiitle ( Spektrum No 10)

m/z 728 [2M+H"+Na'], 727 [2M+Na'], 375 [M+Na'].

EI Kiitle ( Spektrum No 11)

m/z (%) 353 (15), 352 (M*,100), 280 (14), 267 (13), 152 (18), 151 (13), 115 (16), 76
(18), 63 (16).

"H NMR ( Spektrum No 12)

(300 MHz, CDCls) 6 6.78 ( 1H, 4, J 7.9 Hz, H-5", 6.75 (1H, dd, J 1.3, 8.0 Hz, H-6"),
6.58 (2H, s, H-5, H-2"), 6.32 (1H, s, H-8), 5.931 ve 5.925 (2H, 2d, J 1.4 Hz, 3'4-
OCH;0), 5.87 (2H, 24, J 1.4 Hz, 6,7-OCHz0), 4.50 ( 1H, dd, J 6.4, 8.6 Hz, H-3aa),
4.04 (1R, d, J 10.9 Hz, H-1), 3.96 (1H, dd, J 8.7, 10.4 Hz, H-3ap), 2.96 (1 H, dd, J
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5.5, 15.0 Hz, H-4B), 2.86 (1H, d, J15.4 Hz, H-40), 2.59 ( 1 H, m, H-3), 2.47 (1H, dd,
J11.0, 13.5 Hz, H-2).

3C NMR ( Spektrum No 13)

(75 MHz, CD;0D) & 175.23 (C-2a), 147.75 (C-3"), 146.61 (C-6), 146.46 (C-7),
146.36 (C-4), 136.79 (C-19, 132.55 (C-8a), 127.74 (C-4a), 122.95 (C-6"), 109.88 (C-
8), 109.01 (C-2", 108.32 (C-5), 108.05 (C-5"), 101.00 (3',4- OCH;0), 100.90 (6,7-
OCH;0), 70.82 (C-3a), 48.73 (C-2), 46.03 (C-1), 39.90 (C-3), 32.92 (C-4).

DEPT 135 ( Spektrum No 14)
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3. HM-3 BILESiGININ SPEKTRAL BULGULARI

MP
142 °C

UV (Spektrum No 15)

A maks (MeOH) nm (log €) 244 (5.00), 311 (4.09).

IR (Spektrum No 16)

V mas (CHCL) cm™ 2990, 2830, 2820, 1620, 1580, 1545, 1510, 1460, 1393, 1365,
1330, 1305, 1260, 1187, 1170, 1155, 1097, 1080, 983, 905.

ESI Kiitle (Spektrum No 17)

m/z 481 [2M+Na'], 230 [M+H'].

EI Kiitle (Spektrum No 18)

m/z (%) 229 (M, 100), 228 (64), 214 (29), 200 (73), 199 (42), 185 (21), 184 (33),
156 (43), 130 (21), 128 (37), 115 (25), 114 (23), 101 (22), 77 (37), 75 (36), 74 (22),
63 (36).

"H NMR (Spektrum No 19)

(300 MHz, CDCL) & 7.84 (1H, dd, J 1.2, 8.6 Hz, H-5), 7.63 (1H, d, J 2.8 Hz, H-11),
7.35 (1H, dd, J 7.7, 8.6 Hz, H-6), 7.06 (1H, dd, J 1.1, 7.7 Hz, H-T), 7.05 (1H, d, J 2.8
Hz, H-12) 4.43 (3H, s, C4-OCH;), 4.08 (3H, s, Cs-OCH3). |
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13C NMR (Spektrum No 20)

(75 MHz, CD;0D) & 163.14 (C-2), 156.77 (C-4), 154.51 (C-8), 143.79 (C-11),
137.47 (C-9), 123.32 (C-6), 119.59 (C-3), 114.0 (C-7), 107.64 (C-5), 104.42 (C-12),
103.79 (C-10), 58.90 (C4~-OCHj), 55.86 (Cs-OCHs).

DEPT 135 (Spektrum No 21)
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4. HM-6 BILESIGININ SPEKTRAL BULGULARI

UV (Spektrum No 22) .
A maks (MeOH) nm (log €) 205 (4.24), 245 (4.59), 316 (3.79).

A maks (MeOH-+ NaOH) nm (log €) 205 (4.56), 246 (4.39), 262 (4.28), 330 (3.72).

IR (Spektrum No 23)

v maks (CHCL) cm™ 3430, 2920, 2850, 1625, 1585, 1510, 1455, 1360, 1300, 1155,
1095, 1050, 985, 905.

ESI Kiitle (Spektrum No 24)

m/z 238 [M+Na'], 216 [M+H'].

EI Kiitle (Spektrum No 25)

m/z (%) 216 (10), 215 (M, 100), 200 (43), 186 (14), 172 (24), 144 (11), 116 (14), 89
(15), 63 (16), 57 (12), 55 (11).

"H NMR (Spektrum No 26)

(300 MHz, CDCk) §7.73 (1H, d, J 8.4 Hz, H-5), 7.62 (1H, d, J 2.4 Hz, H-11), 7.34
(1H, dd, J 8.3, 7.7 Hz, H-6), 7.18 (1H, d, J 7.5 Hz, H-7), 7.10 ( 1H, d, J 2.8 Hz, H-
12), 4.45 (3H, s, C4-OCH).
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3C NMR (Spektrum No 27)

(75 MHz, CD;0D) 5 16239 (C-2), 157.51 (C-4), 151.05 (C-8), 143.28 (C-11),

135.73 (C-9), 124.17 (C-6), 118.74 (C-3), 112.76 (C-T), 110.27 (C-5), 104.93 (C-12),
103.83 (C-10), 58.99 (C4-OCH).

DEPT 135 (Spektrum No 28)
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Spektrum No 22. HM-6 Bilesiginin UV Spektrumu
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5, HM-7 BILESIGININ SPEKTRAL BULGULARI

UV (Spektrum No 29)

A maks (MeOH) nm (log €) 209 (4.93), 258 (4.69), 271 (4.65), 364 (4.61).

A maks (MeOH-+NaOMe) nm (log €) 210 (4.97), 267 (4.74), 422 (4.87).

A maxs (MeOH+H3BO;+NaOAc) nm (log £) 211 (4.99), 257 (4.67), 365 (4.59).

A maks (MeOH+AICL) nm (log £) 211 (4.93), 281 (4.72), 368 (4.62), 420 (4.55).

IR (Spektrum No 30)

v maks (KBr) cm™” 3354, 2924, 2852, 1740, 1651, 1608, 1564, 1507, 1460, 1432, 1363,
1287, 1261, 1207, 1159, 1123, 1100, 1042, 1004.

ESI Kiitle (Spektrum No 31)

w/z 771 [2M+Na'], 397 [MNa'], 375 [MHH'T,

.EX Kitle (Spektrum No 32)

m/z (%) 374 (M, 50), 360 (25), 359 (100), 353 (13), 352 (63).

TH NMR (Spektrum No 33)

(600 MHz, 'CDCL;) 5 12.47 (bs, degisebilir H), 7.80 (IH, d, J 2.0 Hz, H-2), 7.78 (1H,
dd, J 2.0, 8.5 Hz, H-6), 7.07 (1H, d, J 8.5 Hz, H-5), 6.41 (1H, s, H-8), 6.04 (bs,
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degisebilir H), 3.99 (3H, s, Cs-OCHs), 3.95 (3H, s, C-OCH;), 3.92 (3H, 5, Cs-OCH}),
3.88 (3H, s, C;-OCH;). '

BC'NMR (Spektrum No 34)

(150 MHz, CDCl;) § 179.23 (C-4), 158.60 (C-7), 157.29 (C-8a), 155.95 (C-2),
148.68 (C-5), 146.63 (C-3", 138.85 (C-3), 129.03 (C-6), 123.10 (C-6), 122.88 (C-1),
114.96 (C-5"), 111.54 (C-2), 105.54 (C4a), 95.65 (C-8), 61.79 (Cs- OCH;), 60.35
(Cs- OCH3;), 56.59 (Cs- OCHs), 56.22 (C5~- OCHs).

'H,'H DQF-COSY (Spektrum No-35) (Tablo 3)

‘HSQC (Spektrum No 36) (Tablo 3)

HMBC (Spektrum No 37) (Tablo 3)
'NOESY (Spektrum No 38) (Tablo 3)
THNMR | '"H,°C COSY | 'H,/HDQF _
6] ®) COSY HMBC NOESY

H-S 6.42 95.65 — C-3, C4a, C-5,C-6,C-7, | 7-OCH,
B2 7.80 111.54 H-6 g:;? c-3', C4', C-6' 3-OCH;
H-5' 7.07 114.96 H-6' c-1',C-3',C4 H-6'
H-6' 1.78 122.88 H2,H5 |C2,C2,C4, H-5', 3-OCH;
3-OCH, 388 60.35 — C-3 H-6'
6-OCH; 3.92 61.79 — Cc6 —
7-OCH, 3.95 56.59 — C-7 HS
3.0CH; | 399 56.22 —_— c-3' o2

Tablo 3. HM-7 Bilegiginin 1D ve 2D NMR Bulgular
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6. HM-9 BIiLESIGININ SPEKTRAL BUL.GULARI

UV (Spektrum No 39)

A maks (MeOH) nm (log £) 202 (4.44), 237 (4.64), 305 (3.81), 331 (3.76).

IR (Spektrum No 40)

v maks (CHCL3) 2920, 2850, 1780, 1730, 1600, 1580, 1500, 1480, 1440, 1365, 1225,
1155, 1120, 1090, 1035, 995, 950, 935.

ESI Kiitle (Spektrum No 41)

m/z 222 [M+Na'], 200 [M+H'].

EI Kiitle (Spektrum No 42)

m/z (%) 1991(M+, 100), 184 (47), 156 (24), 128 (12), 101 (8), 76 (8).

"H NMR (Spektrum No 43)

(300 MHz, CDCL) & 8.28 (1H, ddd, J 0.6, 1.5, 8.5 Hz, H-5), 8.01 (1H, ddd, J 0.6,
1.2, 8.6 Hz, H-8), 7.69 (1H, ddd, J 1.5, 6.9, 8.5 Hz, H-7), 7.63 (1H, d, J 2.8 Hz, H-
11), 7.45 (1H, ddd, J 1.2, 6.9, 8.4 Hz, H-6), 7.09 (1H, d, J 2.8 Hz, H-12), 4.46 (3H, s,
C+-OCH).
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7. HM-10 BILESIGININ SPEKTRAL BULGULARI

UV (Spektrum No 44)

A maks (MeOH) nm (logg) 209 (4.27), 223 (4.21), 257 (4.32), 293 (3.82), 312 (3.79),
348 sh (3.51).

IR ( Spektrum No 45)

Vv maks (KBr) cm™! 2021, 2360, 1742, 1619, 1502, 1479, 1383, 1247, 1163, 1036.

ESI Kiitle (Spektrum No 46)

m/z 419 [M+H'], 441 [M+Na'], 457 [M+K'"].

EI Kiitle (Spektrum No 47)

m/z (%) 418 (M, 5), 359 (6), 351 (22), 350 (100), 335 (12), 285 (6), 263 (5), 169
(33), 150 (7), 147 (9), 119 (6), 69 (19).

"H NMR (Spektrum No 48)

(600 MHz, CDCl;) & 7.69 (1H, s, H-4), 7.18 (1H, s, H-5), 7.09 (1H, s, H-8), 6.96
(1H, dd, J 7.8, 0.5 Hz, H-5"), 6.84 (1H, d, J 1.6 Hz, H-2' ), 6.81 (1H, dd, J 7.8, 1.7
Hz, H-6"), 6.09 ve 6.05 (2H, 2d, J 1.4 Hz, 3°,4’-OCH0), 5.38 ve 5.37 (2H, 2s, H-10),
5.36 (1H, m, H-2", H-10 sinyaliyle maskelenmis), 4.56 2H, d, J 6.5 Hz, H-1"), 4.04
(3H, s, 6-0OCHj3), 1.72 (3H, s, H-4"), 1.56 (3H,s, 3"-CHa).
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3C NMR (Spektrum No 49)

(150 MHz, CDCL) & 170.01 (C-9), 152.20 (C-6),149.14 (C-T),147.52 (C-3"), 147.49
(C4) , 139.57 (C-1), 139.32 (C-3), 138.01 (C-3"), 133.05 (C-4a), 128.87 (C-17,
128.62 (C-8a), 123.50 (C-6"), 119.40 (C-2"), 118.43 (C-2), 118.20 (C-4), 110.56 (C-
2, 108.19 (C-5Y, 107.32 (C-8), 105.97 (C-5), 101.18 (OCH,0), 68.03 (C-10), 65.72
© (C-1"), 56.05 (OCHz), 25.68 (C-4"), 17.98 (3"-CHy).

H,'H DQF COSY (Spektrum No 50) (Tablo 4)
HSQC (Spektrum No 51) (Tablo 4)
'HMBC (Spektrum No 52) (Tablo 4)

NOESY (Spektrum No 53) (Tablo 4)
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B. UCUCU BILESIKLERIN SAPTANMASINA YONELIK CALISMALARDA
ELDE EDILEN BULGULAR

1. UCUCU YAGIN BILESiMI

Haplophyllum myrtifolium bitkisinin su distilasyonu ile elde edilen ve ksilol
i¢inde toplanan ugucu yagmmn GC/MS sistemine uygun miktarlarda enjekte edilmesi ile
bilesimi tespit edilmistir. Buna gdre, Haplophyllum myrtifolium bitkisinden elde edilen
ugucu yagn bilegimi alikonma indeksleri ve ylizde miktarlariyla birlikte Tablo 5 de
gOsterilmigtir.
2. F, KODLU ANA FRAKSIYONDAN iZOLE EDILEN UCUCU
BILESIKLERIN TAYINi

F> kodlu ana fraksiyondan SPME teknidi ile izole edilip, GC/MS sistemine
enjeksiyonu sonucu saptanan bilegiklere Tablo 6 da yer verilmigtir.

3. PETROL ETERLI EKSTREDEN iZOLE EDILEN UCUCU
BIiLESIKLERIN TAYINI

Petrol cterli ekstreden ugucu bilesenlerin SPME teknigi ile izole edilip, GC/MS
sistemine enjekte edilmesi sonucu tespit edilen bilegikler Tablo 7 de gdsterilmigtir.
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Tablo 5. Haplophyllum myrtifolium Bitkisinin Ugucu YaZinm Bilegimi

RRI Bilegen %
1032 a-Pinene . 0.1
1118 B-Pinene e
1176 a-Phellandrene 0.8
1203 Limonene 0.5
1218 | B-Phellandrene 1.9
1220 cis-Anhydrolinalool oxide 0.5
1225 (Z2)-3-Hexenal 0.3
1244 | Amyl furan (= 2 Pentyl furan) €
1246 | (Z2)-B-Ocimene 04
1253 Trans-Anhydrolinalool oxide 0.3
1255 | y-Terpinene 0.2
1266 | (E)-B-Ocimene 0.9
1280 | p~-Cymene 0.3
1285 Isoamyl isovalerate 04
1286 | 2-Methylbutyl 2-methylbutyrate 1.0
1290 | Terpinolene 0.1
1327 (Z2)-3-Hexenyl acetate 0.2
1348 | 6-Methyl-5-hepten-2-one 0.2
1360 Hexanol 0.2
1391 | (Z)-3-Hexenol 0.3
1400 | Nonanal 1.1
1438 | Hexyl 2-methylbutyrate - 0.1
1450 | trans-Linalool oxide (Furanoid) 1.7
1460 | 2,6-Dimethyl-1,3(E),5(E),7-octatetracne 0.5
1474 | trans-Sabinene hydrate 0.1
1477 | 4,8-Epoxyterpinolene 0.1
1478 | cis-Linalool oxide (Furanoid) 1.2
1482 | (Z)-3-Hexenyl 2-methylbutyrate 0.3
1497 a-Copaene 0.1
1500 | Pentadecane 0.3
1500 | cis-Tagetone 0.1
1503 2-Methoxy-3-sec-butylpyrazine 0.1
1507 | (E,E)-2,4-Heptadienal 0.3
1522 | trans-Tagetone 0.1
1535 | B-Bourbonene 0.1
1553 | Linalool 12.8
1562 | Octanol 0.2
1571 trans-p-menth-2-en-1-o0l 0.2
1588 | Bornyl formate 0.7
1597 | Bornyl acetate 2.9
1600 | Hexadecane 0.2
1600 | B-Elemene 0.3
1612 | B-Caryophyllene 10.3
1616 | Hotrienol 0.2
1650 | y-Elemene 0.4




114

1687 | a-Humulene 0.9
1690 | Cryptone 0.2
1694 | Neral 0.6
1700 | Heptadecane 0.1
1700 | p-Mentha-1,8-dien-4-ol (=Limonen-4-ol) 0.4
1706 | a-Terpineol 0.5
1726 Germacrene D 0.6
1742 | Geranial 1.0
1755 Bicyclogermacrene 0.2
1766 | Decanol 0.2
1773 | §-Cadiene 0.2
1798 | Methyl salicylate 0.2
1808 Nerol e
1815 | 2,6-Dimethyl-3(E), 5(Z),7-octatriene-2-ol 0.3
1830 | 2,6-Dimethyl-3(E), 5(E),7-octatriene-2-ol 1.2
1838 B-Damascenone 0.2
1854 Germacrene B 1.0
1857 | Geraniol 3.7
1864 | p-Cymen-8-ol 0.1
1880 | Benzyl 2-methylbutyrate 0.7
1896 | Phenylethyl isobutyrate 0.1
1900 | Nonadecane 0.1
1937 | Phenyl ethyl alcohol 0.1
1988 | 2- Phenylethyl 2-phenylbutyrate 1.8
2008 Caryophyllene oxide 1.4
2030 | Methyl eugenol 3.9
2050 | (E)-Nerolidol 0.5
2100 | Heneicosane 0.6
2131 Hexahydrofarnesyl acetone 0.3
2148 | (Z)-3-Hexen-1-yl benzoate 1.6
2179 | 3,4-Dimethyl-5-pentylidene-2(5SH)-furanone 0.2
2186 | Mint sulphide 0.1
2186 | Eugenol (=2-Methoxy-4-(2-propenyl)phenol) 1.5
2192 | Nonanoic acid 0.2
2200 | trans-Methyl isoeugenol 0.2
2200 | Docosane 0.6
2217 | Chavibetol (=2-Methoxy-5-(2-propenyl)phenol | 1.4
2218 | 4-Vinylguaiacol 0.2
2239 | Carvacrol 0.1
2300 | Tricosane 0.7
2400 | Tetracosane 0.3
2431 Methyl octadecanoate (= Methyl stearate) 0.2
2456 | (2)-9-Methyl octadecanoate (= Methyl oleate) 0.4
2500 | Pentacosane 1.9
2503 | Dodecanoic acid 0.3
2600 | Hexacosane 0.4
2622 | Phytol 0.8
2655 | Benzyl benzoate 0,1
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2670 | Myristic acid 0.2
2700 | Heptacosane 0.4
2931 Hexadecanoic acid 3.9
3067 Squalene 3.5

Toplam | 85.3

" 'RRI: Relative Retention Index (alikonma indeksi)

e: eser (<0.1%)
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Table 6. F, Kodlu Ana Alkaloit Fraksiyonundan izole Edilen Ugucu Bilesenler

RRI Bilegen %
1300 | Tridecane 0.1
1330 | Bilinmeyen 1 2.4
1365 Bilinmeyen 2 : 1.7
1400 Tetradecane 0.2
1450 | trans-Linalool oxide (Furanoid) 7.1
1478 cis-Linalool oxide (Furanoid) 2.2
1480 | Nerol oxide 3.0
1484 | Neryl ethyl ether 0.1
1519 | Geranyl ethyl ether 0.7
1529 | Dill ether 0.1
1553 | Linalool 1.4
1573 (E,E)-3,5-Octadien-2-one 0.3
1602 | 6-Methyl-3,5-heptadien-2-one 0.4
1611 Terpinen-4-ol 0.3
1638 | B -Cyclocitral 6.0
1658 (Z)-Ocimenol 0.8
1684 | Ethyl benzoate 1.6
1690 | 4-Methyl-4-vinyl butyrolactone 0.3
1706 | a-Terpineol 0.9
1769 | Bilinmeyen 3 1.2
1797 | p-Methyl acetophenone 0.3
1800 [ Ethyl phenyl acetate 1.5
1834 | Ethyl salicylate 0.4
1838 B-Damascenone 14
1864 | p-Cymen-8-ol 0.1
1868 (E)-Geranyl acetone 0.1
1878 | Guaiacol 0.3
1889 | Bilinmeyen 4 1.0
1900 | 1,10-Oxidocalamene 0.1
1925 | 2,3,4-Trimethyl benzaldehyde 0.1
1984 | Benzothiazol e
1988 | 2- Phenylethyl 2-phenylbutyrate 0.1
2012 (2)-Ethyl cinnamate e
2030 | Methyl eugenol 10.8
2053 | Anisaldehyde 0.1
2104 | Dimethylanthranilate 0.1
2144 | Bilinmeyen § 1.5
2157 | (E)-Ethyl cinnamate 0.4
2179 | 3,4-Dimethyl-5-pentylidene-2(SH)-furanone 0.5
2186 | Eugenol (=2-Methoxy-4-(2-propenyl)phenol) 19.1
2217 | Chavibetol (=2-Methoxy-5-(2-propenyl)phenol 21.9
2269 | Heliotropine (=Piperonal) 0.4
Toplam | 83.2

RRI: Relative Retention Index (alikonma indeksi)
e: eser ( <0.1%)
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Table 7. Haplophyllum myrtifolium Bitkisinin Petrol Eterli Ekstresinden Izole Edilen

Ugucu Bilesenler
RRI Bilegen %
1000 | Decane 114
1032 | a-Pinene 1.9
1076 | Camphene 1.0
1118 B-Pinene 1.0
1132 | Sabinene 0.4
1159 | §-3-Carene 0.7
1174 | Myrcene 2.0
1176 a-Phellandrene 2.0
1200 | Dodecane 0.5
1203 Limonene 1.8
1218 B-Phellandrene 7.0
1246 | (Z)-B-Ocimene 0.9
1248 | Ethyl hexanoate 0.8
1255 y-Terpinene 0.3
1266 (E)-B-Ocimene 1.4
1280 | p-Cymene 1.0
1285 | Isoamyl isovalerate 0.7
1290 | Terpinolene 0.2
1300 | Tridecane 0.3
1327 (Z)-3-Hexenyl acetate 0.4
1345 | Ethyl heptanoate 0.3
1348 6-Methyl-5-hepten-2-one 0.8
1360 Hexanol 0.3
1391 (2)-3-Hexenol 1.0
1400 | Nonanal 0.6
1418 (Z)-2-Hexen-1-o0l ' 0.8
1444 | Ethyl octanoate 0.5
1474 | trans-Sabinene hydrate 0.2
1482 (Z2)-3-Hexenyl 2-methyl butyrate 0.2
1492 | Cyclosativene 0.5
1497 a-Copaene 1.5
1503 | 2-Methoxy-3-sec-butylpyrazine 0.1
1535 B-Bourbonene 0.3
1553 | Linalool 3.9
1562 | Octanol 0.1
1588 | Bornyl formate 0.7
1597 | Bornyl acetate 2.5
1612 | B-Caryophyllene 14.6
1687 | a-Humulene 1.0
1706 | a-Terpineol 0.6
1726 | Germacrene D 0.4
1854 Germacrene-B 0.5
1870 | Hexanoic acid 0.2
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1896 | Benzyl alcohol 0.2
1937 | Phenyl ethyl alcohol 0.4
2008 Caryophyllene oxide 0.3
2030 | Methyl eugenol 0.8
Toplam | 69.0

RRI: Relative Retention Index (alikonma indeksi)
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V. TARTISMA ve SONUC

Tirkiyede onddrt kadar Haplophyllum tiirliniin mevcut oldugu bilinmektedir.
Yurdumuzda yetigen bu tiirlerin pek ¢ogu, igerdikleri bilesikler bakimindan kapsaml
olarak incelenmemistir. Haplophyllum tiirleri z;rasmda yurdumuz i¢in endemik olan H.
myrtifolium Boiss. bitkisinden bazi sekonder metabolitlerin izolasyonu ve bu

bilesiklerin yapilarinin tayini, aragtirmamizin temel konusunu olugturmustur.

Ayrica ugucu bilesiklerin tayinine yonelik bir aragtirma da ¢aliyma kapsamina

alinmagtir.

Bitkinin total ekstresinden izole edilen HM-1, HM-2, HM-3, HM-6, HM-7,
HM-9 ve HM-10 kodlu bilesiklerin yapilar1 spektral analiz yontemleriyle tayin

edilmigtir.

Ugucu bilesiklerin abkonma indeksleri ve yiizde miktarlar: ise GC/MS sistemi

vasitasiyla saptanmigtir.
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A. IZOLASYON CALISMALARINDA ELDE EDILEN BILESIKLER
1. HM-1 { Skimmianine }

Fs kodlu ana fraksiyona preparatif siitun kromatografisi uygulamas: sirasinda
elde edilen 50-55 no lu ara fraksiyonun metanolden kristallendirilmesi ile kazanilan
bilesigin 1. T.K. ile yapilan kontrolleri sonucu saf olduu saptanmis ve bu bilesige
HM-1 kodu verilmistir. Dragendorff belirtecine olumlu yamt verdigi igin alkaloit

oldugu dasiiniilen bu bilesigin erime derecesi 175°C dir.

Bilesigin metanol iginde alinan UV spektrumunda (Spektrum No 1), 209, 251,
319 ve 348 nm lerde go6zlenen maksimum absorbsiyon bantlani, furokinolin

¢ekirdegine sahip olan alkaloitler igin karakteristiktir (266).

300 MHz de détorokloroform iginde ¢ekilen 'H NMR spektrumunda
(Spektrum No 5) aromatik sahada toplam dort hidrojene ait sinyaller goriilmektedir. 8
7.59 ve § 7.05 de birer dublet seklinde rezonans yapan hidrojenlerin gerek kimyasal
kayma ve gerekse etkilesme katsayisi degerleri (J 2.8 Hz), furan halkasinin a ve B
konumlarindaki hidrojenler i¢in uygun degerlerdir (1/67). Bu nedenle HM-1’in,
Haplophyllum turlerinin alkaloidal profilinde olduk¢a sik rastlanan furokinolin
cekirdegine sahip olabilecegi diigiiniilmiistiir. § 8.02 de ve 3 7.23 deki dubletler (J 9.4
Hz), furokinolin ¢ekirdeginin A halkasinda birbirine gére orfo konumda iki hidrojenin
bulundufunu gostermektedir. Spektrumun alifatik sahasinda 3 4.03, 5 4.12 ve 3 4.44
deki iiger hidrojenlik singletler, ii¢ tane aromatik metoksil grubunun varhigim
kanitlamaktadir. Bu metoksil gruplardan iki tanesinin A halkasinda birbirine gore
orto konumda bulunmalan gerektifinden, ugiincii metoksilin B halkasimin 4-

konumunda yer aldigini belirlenmektedir. Metoksil sinyallerinden & 4.44 rezonansinin
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4-metoksile ait oldugu diiginiilmiigtiir, zira furokinolin halkasinin 4-konumunda
bulunan metoksil gruplan, karakteristik bir sekilde, olduk¢a asag1 alanda rezonans

verirler (261).

Diger iki metoksil grubunun A halkas: tizerindeki konumunu belirlemek i¢in
bilesigin EI kiitle spektrumundan yararlanilmigtir (Spektrum No 4). Bu spektrumda
goriilen [M-1]" ve [M-29]" iyonlary, bu metoksil siibstitiientlerinden bir tanesinin C-8
konumunda yer aldigim1 gdstermektedir (Sema 1) (92). Bu durumda #iglinci metoksil

grubu da C-7 konumunda bulunmaktadur.

Furokinolinlerde metoksil gruplarmin orto konumda olan hidrojen fizerinde
gblgeleyici bir etki yaparak, rezonansinin daha yukar:1 alanda izlenmesine neden
oldugu bilinmektedir (261). Bu bilgiye gére, & 7.23 de rezonans veren hidrojen H-6
olmahdir. Béylece H-5 in kimyasal kayma degeri de & 8.02 olarak belirlenmektedir.
Yine bu durum da literatiir bilgileriyle uyum igerisindedir. Zira furokinolinlerde A
halkas1 hidrojenleri igerisinde en agag1 alanda rezonans veren hidrojenin H-5 olmasi

gerektigi de kayithdir (261).

Bilesigin '*C NMR (75 MHz) spektrumunda (Spektrum No 6) toplam onddrt
karbona ait sinyaller bulunmaktadir. DEPT analizi (Spektrum No 7) sonuglarina
dayanarak, bu sinyallerin ii¢ tanesinin metil, dort tanesinin metin ve yedi tanesinin ise
katerner karbonlara ait oldugu, ve bilesikte metilen karbonu bulunmadig:
sOylenebilmektedir. Bu bulgular, 'H NMR spektrumundan saflanan bilgilerle

tamamen uyum igerisindedir.

Bu verilerin 1s13inda 4,7,8-trimetoksifuro[2,3-b]kinolin yapisinda oldugu

ortaya gikan HM-1 kodlu bilesigin kapali formiilii C;4H;sNO, diir. Bu kapal formiil
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icin hesaplanan molekiil agirligt ise 259 dur. Gergekten de bilesigimizin EI kiitle
spektrumunda molekiiler iyon piki, m/z 259 da gériilmektedir. Ayrica ESI kiitle
spektrumunda. (Spektrum No 3) izlenen 260 [M+H]", 282 [M+Na]", 297 [M+K]" ve
541 [2M+Na]® pikleri de, HM-1’in molekiil agrhgmm 259 | oldugunu

dogrulamaktadir.

Literatiir aragtirmalari, HM-1 kodlu bilesigin skimmianine adiyla kayitli
oldugunu gostermistir. Haploplohyllum myrtifolium Boiss. bitkisindeki bulunusu daha
once de rapor edilmis olan (289) skimmianine’in 'H ve >C NMR kimyasal kayma
degerleri literatiir bilgilerinden de yararlanmak suretiyle yerlestirilmis ve asagidaki

formiilde gosterilmistir (137, 261).

—=

5172

Skimmianine’in, Haplophyllum tirleri disinda, Skimmia laureola Hook,
Melicope fareana Engl. ve Acromychia baurei Schott gibi diger bazi Rutaceae

liyelerinde de bulundugu rapor edilmistir (228).
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2. HM-2 {(-)-1p-Polygamain }

Fs kodlu ana fraksiyona preparatif siitun uygulamas: sirasinda elde edilen 8 no lu ara
fraksiyonun metanollil ¢8zeltisinden amorf halde ¢Sken beyaz renkli maddenin Dragendorff
belirteci ile olumsuz reaksiyon vermesi nedeniyle nonalkaloidal oldugu dislintildd; 18 mg
agirhgndaki bu bilesize HM-2 kodu verildi.

HM-2 kodlu bilesizin dstSrokloroform iginde ve 300 MHz NMR spektrometresinde
alman 'H NMR spektrumunda (Spektrum No 12) toplam onalt: hidrojene ait sinyaller
gOriilmistir. Aromatik sahada beg tane aromatik hidrojenin varhfma isaret eden sinyaller
mevcuttur. Bunlardan § 6.78, 6.75 ve 6.58 de gortilen sinyallerin bolinmeleri ve etkileyme
deperleri, bir ABX sisteminin liyeleri olduklarim gdstermektedir. Diger iki sinyal, 5 6.32 de
ve & 6.58 de singletler halindedir. Bu bulgular, ki ayn aromatik halkanm varhgm ortaya
koymaktadir. § 5.931, 5.925 ve 5.87 de gdrillen sinyaller ise yapida iki tane metilendioksi

grubunun bulundugunu gostermektedir.

Alifatik sahada § 4.50, 4.04, 3.96, 2.96, 2.86, 2.49 ve 2.47 de birer hidrojen degerinde
yedi tane sinyal mevcuttur, Bunlardan oldukca asaf: alanda rezonans veren iki sinyalin (3
4.50 ve 3.96) geminal olduklan, ctkilesme katsayilarindan anlagimaktadir (Jyn 8.7 Hz). Bu
sinyallerin kimyasal kayma degerleri, muhtemelen oksijen gibi bir heteroatoma a-konumda
olabileceklerini diistindfirmfigtiir. Ayrica her iki sinyalin de dublet-dublet seklinde bSlinmily
olmalary, bir visinal etkilegmeyi, ve Ol ya da dartll bir spin sisteminin varhfm giindeme
getirmigtir.

Yine asag alanda izlenen bir diger sinyal olan & 4.04, J 10.9 Hz gibi oldukea biyik

bir etkilesme katsayisma sahiptir. Benzer bir etkilesme katsayisi, § 2.47 de bir dublet-dublet
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. scklinde goriilen sinyalde g6riilmiistiir. Bu durumda bu iki sinyalin, birbirlerine gére trans
yonlenme gosteren iki visinal hidrojene ait olduklar1 s8ylenebilmektedir. 8 2.47 deki dublet-

dubletin diger etkilesme katsayisi da digeri gibi oldukga biytiktiir (J 13.5 Hz).

Daha yukan alanda 8 2.96 ve 2.86 da rezonans yapan iki hidrojenlerin geminal
olduklar, eslesen etkilesme katsayilarindan anlagilabilmektedir (/ 15.4 Hz). Bu sinyallerden
bir tanesi dublet olarak izlenirken, diferi dublet-dublet halinde bSliinmiigtiir. Bu nedenle, bu
gruba komsu olan bir bagka hidrojenin, uzaysal yOnlenmesi nedeniyle  metilen

hidrojenlerinin sadece bir tanesi ile etkilegebildigi diiglintilmdstiir.

Bu degerlendirmelerin sonucunda, & 4.50, 3.96, 2.96 ve 2.47 deki sinyallerine ait,
sirasiyla J 6.4, 10.4, 5.5 ve 13.5 Hz lik etkilegsme katsayilarinin, simdiye dek konu edilmis
olan sinyallerin higbirisiyle eslesmedigi goriilmiigtiir. Bu nedenle, alifatik sahada & 2.59 da
rezonans veren, ancak bdlinmesi ve dolayisiyla etkilesme katsayilari okunamayan bir

hidrojenlik multipletin, s6zkonusu dért hidrojenle de etkilestigi sonucuna varilmugtir.

Bilesigin *C NMR (75 MHz) spektrumunda (Spektrum No 13) toplam yirmi adet
karbona ait sinyaller mevcuttur. DEPT analizi (Spektrum No 14) sonucunda bu sinyallerden
sekiz tanesinin katerner, sekiz tanesinin metin, dort tanesinin ise metilen karbonlarina ait
oldugu goriilmiistiir.  175.23 deki sinyal, bilesikte bir karbonilin varliina isaret etmekte, ve
bu sinyalin kimyasal kayma degeri de bir y-laktona ait olabilecegini géstermektedir. HM-2’
nin IR spektrumunda (Spektrum No 9) 1780 cm™de goriilen siddetli absorbsiyon band: da
onerilen yapmmn varhgmi dogrulamaktadw. 8 70.82 deki metilen karbonunun kimyasal
kayma degeri, oksijen gibi bir heteroatoma komsu olabilecegini, ve bu karbonun
muhtemelen & 4.50 ve 3.96 da rezonans yapan metilen hidrojenlerini tasidigm

distindtirmektedir. Bu metilen grubunun y-lakton halkasi {izerinde oksijene a-konumda yer

almig olmas: biiyiik bir olasiliktir.
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'H ve “C NMR spektrumundan edinilen bilgiler dogrultusunda HM-2 nin kapah
formiili Cs0H 1606 olarak belirlenmistir. EI kiitle spektrumunda (Spektrum No 11) m/z 352
de % 100 bagil bollukta gorilen molekiiler iyon piki, bu kapali formiil i¢in hesaplanan
molekiil agirhigiyla uyum igindedir. Ayrica bilesigin ESI kitle spektrumundan da (Spektrum

No 10) dogrulayici veriler elde edilmistir.

Bu asamada elde edilen bilgiler, HM-2 nin ariltetrahidronaftalen lakton yapisinda bir
lignan bilesigi olabilecegine, ve boyle bir yapinin A halkasinin C-6 ve C-7, C halkasinin ise
C-3' ve C-4' konumlarinda metilendioksi siibstitilentlerinin bulunmas: gerektigine isaret
etmektedir. Buna gére HM-2, 6, 7-metilendioksi-1-(3',4'-metilendioksifenil)-3-hidroksimetil-

1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-karboksilik asit laktondur ve agik formili agagidaki gibidir.

Goruldiigin tzere, bu bilesikte ii¢ tane kiral merkez (:) bulunmaktadir. Bu

merkezlerdeki konfigirasyonlarin tayininde yine "H NMR verilerinden yararlanilmustir.

H-1 (5 4.04) ve H-2 (8 2.47) arasmdaki etkilegme katsayis1 (J 11 Hz), bu iki hidrojen
arasindaki trans-diaksiyal iligkiyi gostermektedir. Ayrica H-2 ve H-3 arasindaki 13.5 Hz lik
etkilesme katsayisi, bu hidrojenlerin de Dbirbirlerine gore trams-diaksiyal olarak

konuglandigina isaret etmektedir, zira alternatif yapt olan cis baglanti durumunda daha
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kiigik etkilesme katsayist (J 7-10 Hz) gorilmesi beklenecekti (32, 162, /68). Buna gore,
HM-2 kodlu bilegigin kiral merkezlerdeki konfigiirasyonunun, podophyllotoxin serisi

ariltetralin lignanlarda oldugu izere, 1S,2R,3R olmas: gerekmektedir.

Yukandaki bulgularin 1y1§inda, yapist ve stereokimyas: spektral kesin bir sekilde
saptanmig olan bilesigimiz, literatiirde (-)-1B-polygamain ad: ile kaytli olan ariltetralin
lignandir (276). Caligmamizda elde edilen tim spektral veriler ([a]p, UV, IR, 'H ve °C
NMR , EIMS), (-)-1B-polygamain igin literatiirde verilen deZerlerle tamamen uyum

igerisindedir (730, 303).

(-)-1B-polygamain’in 'H ve “C NMR kimyasal degérleri, ilgili literattrle de

kargilagtirmak suretiyle agagida gosterildigi tizere yerlestirilmistir,

Z

598 0. 2.96dd \2-36 d450dd
\)

(-)-18-polygamain ilk kez 1995 wyilinda Ulubelen ve arkadaslart tarafindan
Haplophyllum ptilostylum’dan izole edilmistir (303). Bu c¢aligmada, ayrintili tek ve ¢ift
dimensiyonlu NMR deneylerine ilaveten gergeklestirilen [a}p ve CD analizleri ile, bilesigin

yapist ve stereokimyast kesin bir sekilde saptanmugtir.
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1986 Yilinda Jakupovic ve arkadaglan tarafindan Heliopsis buphthalmoides’den
(Compositae) izole edilip, 5,7’-dehydrohelio_buphthalmin lactone adi verilen bir ariltetralin
lignanin da (-)-1B-polygamain ile aym kimyasal yapiya sahip oldugu gorillmektedir (762).
Ancak bu galiymada, 5,7’-dehydroheliobuphthalmin lactone’un IR, EIMS ve 'H NMR
degerleri rapor edilmesine kargin, optik ¢evirmesi ya da CD spektral bulgulariyla ilgili veriler
bulunmamaktadir. Bu nedenle, sozkonusu bilesifin absolut konfigiirasyonu kesin olarak
soylenememekle birlikte, caligmada verilen agik kimyasal formiile dayanarak, (-)-1B-

polygamain’in enantiomeri olabilecegi diigiiniilmektedir.

1B-Polygamain daha sonra 1996 yilinda bir baska Haplophyllum tirii olan H.

cappadocicum’dan da izole edilmigtir (130).

1B-polygamain’in aktivitesine iligkin bir galiyma, 1994 yihinda Ulubelen ve arkadaglan
tarafindan gerceklestirilmigtir (304). Arastirmacilar Haplophyllum tiirlerinden elde edilen
lignanlar iizerinde yaptiklant sitotoksik aktivite g¢aligmalarinda, 1B-polygamain’in HIV-1
reverse transkriptaz deneyinde orta derecede aktif oldugunu (ICse= 111.7 g/ml) rapor

etmiglerdir.

(-)-1B-polygamain adiyla bilinen bu bilesigin, ¢aligma materyalimiz olan
Haplophyllum myrtifolium Boiss. bitkisindeki varlifi ilk kez bu ¢aliymada rapor
edilmektedir. (-)-1B-Polygamain’in ii¢ farkli Haplophyllum tiiriinde de bulunmus olmasi, bu
bilesigin Haplophyllum genusunun lignan profilinin olafan bir tyesi olabilecefine igaret

etmektedir.
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3. HM-3 { y-Fagarine }

Fs kodlu ana fraksiyonm; asetondan kristallendirilmesi sonucu ele gegen
maddeye HM-3 kodu verilmigtir. Fs kodlu ana fraksiyon daha sonra siitun
kromatografisi ile fraksiyonlandinlmigtir, Bu sirada elde edilen 44-49 no Iu ara
fraksiyonun etanolden kristallendirilmesi sonucunda elde edilen ve saf oldugu
tespit edilen bilesife HM-5 kodu verilmistir. Degigik ¢ozicii sistemleri
kullantlarak yapilan mukayeseli LT K. incelemeleri ve erime derecesi- tayinleri
(mp 142° C), HM-3 ve HM-5 kodlu bilesiklerin aym olduklanm ortaya

koymustur.

DragendorfT ile karakteristik alkaloit reaksiyonu veren HM-3’in 300
MHz de dotérokloroform iginde alinan 'H NMR spektrumunda (Spektrum No
19), & 7.63 ve 7.05 de birer hidrojenlik dubletler olarak goriilen sinyallerin gerek
kimyasal kayma degerleri ve gerekse etkilesme katsayilan (J 2.8 Hz), furan
halkasimin o ve P konumlarndaki hidrojenler i¢in karakteristik degerdedir (87).
Bu bulgu HM-3 kodlu bilesigimizin de bir furokinolin alkaloidi olabilecegini
diigindiirmiigtiir. Spektrumun aromatik sahasinda 6 7.84, 7.35 ve 7.06 da
rezonans veren birer hidrojen degerindeki sinyallerin boliinmeleri ve etkilegsme
katsayilan, 1,2 3-trisiibstitiefenil halkas: {izerinde birbirine komgu olan ii¢
hidrojene isaret etmektedir. 8 4.43 ve & 4.08 deki liger hidrojenlik singletler ise,
bilegikte iki metoksil grubunun bulundufunu gostermektedir. Furokinolin
¢ekirdegine sahip olan alkaloitlerde 4-konumunda bulunan metoksil gruplannin
oldukga asagi alanda izlendigi bilinmektedir. Bu nedenle, 6 4.43 de rezonans
veren metoksil grubunun 4-konumunda yer aldigh diigiiniilmiigtiir. Dier metoksil

grubunun yerini saptayabilmek igin ise EI kiitle spektrumundan (Spektrum No 18)
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yararlamlmstir. Zira EI kiitle spektrumunda gériilen [M-1]" ve [M-29]" iyonlar1,
bu siibstitientin C-8 de oldufunu kanitlamaktadir (92). Bu durumda HM-3 kodlu

bilesigin yapisi 4,8-dimetoksifurokinolin olarak belirlenmektedir.

"H NMR spektrumunda aromatik sahada goriilen ti¢ sinyalin, furokinolin
cekirdeginin A halkas1 iizerindeki hidrojenlerle korelasyonu igin, literatiir
bilgilerinden yararlamlmigtir (267). Zira furokinolinlerde metoksil gruplarinin
orto konumda olan hidrojen iizerinde gélgeleyici etki yaparak, onu yukar: alana
kaydirdid1 bilinmektedir. Bu durumda, ii¢ sinyalden en yukar alanda olan § 7.06,
H-7 olmalidir. Yine literatiire gore, H-S daima en asag1 alanda rezonans verir.
Yani § 7.84 de izlenen sinyal H-5 e aittir. Bu durumda, 8 7.35 de izlenen sinyalin
de H-6 oldugu belirlenmektedir. Bu sinyallerin boliinmeleri ve etkilegme

katsayilari, 6nerilen konumlar ile tamamen uygun degerlerdedir.

Bilesigin '*C NMR spektrumunda (Spektrum No 20) yukarida onerilen
yapiyla uyumlu olarak toplam oniig karbona ait sinyaller goriilmektedir. Ornegin &
55.86 ve 58.90 da rezonans veren sinyaller, molekiildeki iki metoksil grubunun

varligim destekleyen bulgulardir.

Ayrica HM-3 iin gerek UV ve gerekse IR spektral verileri, bir furokinolin
alkaloidi icin karakteristik olan degerlerdedir. Omegin UV spektrumunda
(Spektrum No 15), furokinolinler i¢in karakteristik oldugu tizere, 244 ve 311 nm
lerde absorpsiyon maksimumlar1 gorilmektedir (139, 266). Asit ve alkali
ilavesiyle spektrumda bir degisiklik izlenmemigtir. IR spektrumunda (Spektrum
No 16) 1620 cm-1 de izlenen giddetli absorpsiyon, furan halkasindaki -C=C-

gerilmesine aittir.
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Yukaridaki verilerin 1s13inda, HM-3 kodlu bilesik i¢in Onerilen kapal
kimyasal formiil C;3H;;NO; tiir, ve bu formiil i¢in hesaplanan molektil agirhg:
229 dur. Gergekten de bilesigimizin EI kiitle spektrumunda (Spektrum No 18)
molekiiler iyon m/z 229 da % 100 bagil bollukta bulunmustur. Molekiil agirlif:
ESI kiitle spektral bulgulariyla da desteklenmistir (Spektrum No 17). Bilesigin
kiitle par¢alanmasi, furokinolin ¢ekirdegi i¢in karakteristik yolaklar1 izlemektedir

(Sema é).

Tiim spektral veriler, HM-3 bilesiginin literatiirde y-fagarine (haplophine)
olarak kayith olan furokinolin alkaloidi olduguna isaret etmektedir. HM-3 kodlu
bilesigimizin agik kimyasal formiili asagida gosterilmigtir. Bilesigin 'H ve **C
NMR kimyasal kayma degerleri yukandaki bulgular dogrultusunda formiil
lizerinde yerlestirilmig olup, literatiir verileriyle uyum igerisindedir (212, 261,

' 290, 323).
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OCH,
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Bu bilesigin Haplophyllum myrtifolium Boiss. bitkisindeki bulunusu, daha

once bu bitki f{izerinde gerceklestirilmis olan fitokimyasal aragtirmada rapor

edilmistir (289).
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Sema 2. y-Fagarine’in Kiitle Parcalanmasi
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4. HM-6 { Robustine }

Fs kodlu ana ﬁ'aksiydnun stitun kromatografisi uygulamas: sirasinda
elde edilen 6 no lu fraksiyonun preparatif ince tabaka kromatografisi ile
saflagtirilmasi sirasinda kazanilan bir bandin kromatografik olarak incelenmesi

sonucunda tek bir bilegige ait oldugu goriildi. Bu maddeye HM-6 kodu verildi

(12 mg).

Dragendorff Belirteci ile karakteristik alkaloit reaksiyonu veren bu
bilesigin de bir furokinolin alkaloidi olabilecegine dair ilk bulgu, 300 MHz de
dotorokloroform iginde gekilen 'H NMR spektrumundan (Spektrum No 26)
saglanmugtir. Aromatik sahada & 7.62 ve 7.10 (J 2.8 Hz) da rezonans veren
birer hidrojen degerindeki dubletlerin gerek kimyasal kayma ve gerekse
etkilesme katsayis1 degerleri, onlarin furan halkasinin 2 ve 3 konumlarindaki
hidrojenlerine ait olduklarin1 géstermektedir (87). Ayrica aromatik sahada &
7.73 (d, J 8.4 Hz), 7.34 (dd, J 8.3/7.7 Hz) ve 7.18 (d, J 7.5 Hz) de rezonans
veren birer hidrojenlik sinyaller, bir 1,2,3-trisiibstitlicbenzen halkas1 igin
karakteristik olan spin etkilegsmeleri g&stermektedir. Buna gére, HM-6 bilesigi
A halkasinda monosiibstitiisyon tasiyan bir furokinolin alkaloidi olmahdir. 3
4.45 deki G¢ hidrojenlik singletin oldukga asad: alanda olan kimyasal kayma
degeri nedeniyle, furokinolin alkaloidleri i¢in karakteristik oldugu iizere, 4-
konumunda yer aldifn digliniilmiistir. Buna gbre, A halkasinda yer aldif1

diigiiniilen siibstitlient muhtemelen bir fenolik hidroksil olmalidir.

Bu siibstitiientin varligim1 kanmitlamak amaci ile NaOH igerisinde

alman UV spektrumunda (Spektrum No 22) izlenen batokromik kayma,
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fenoliin bulunusunu dogrulamaktadir. Bu durum IR spektrumunda (Spektrum

No 23) 3430 cm™ de gériilen O-H gerilme band ile de desteklenmektedir.

Bilesigin *C NMR spektrumunda (Spektrum No 27) goriilen toplam
oniki karbona ait sinyaller, '"H NMR spektrumu verileriyle énerilen furokinolin

yapisiyla uyum igerisindedir.

Yukandaki verilere gore, HM-6 bilesiginin kapah formiilii C;2HoNO;

i, bu forml“igin hesaplanan molelcl agih ise 215 dir. Gergekten de
bilesigimizin EI kiitle spektrumunda (Spektrum No 25) baz tepe m/z 215 de
izlenen molekiiler iyona aittir. Yiiksek bagil bolluga sahip olan m/z 200 (% 43)
iyonu, 4-konumundaki metoksil grubundan bir metil radikalinin kopmasi ile
olusmaktadir. m/z 186 da izlenen [M-29]" piki ise, fenolik hidroksil grubunun

C-8 konumunda yer aldifina isaret eden onemli bir veridir (Sema 3) (713).

Bu verilerin 1gifinda  8-hidroksi-4-metoksifurokinolin  olarak
tammladiFimz bilegik, literatiirde 8-hydroxydictamnine, ya da diger bir adiyla
robustine olarak kayithdir. HM-6 kodlu bilegigimizin spektral veriler,
literatiirde robustine igin rapor edilmis olan degerlerle tamamen uyum

icerisindedir (87).

Haplophyllum genusunda varhi daha 6nceden tespit edilmis olan
robustine’in (Tablo 2), Haplophyllum myrtifolium tirindeki varhi ilk kez bu

¢aligmada rapor edilmektedir.
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5. HM-7 {Chrysosplenetin }

Fs kodlu ana fraksiyona preparatif sistun uygulamas: sirasinda elde edilen 23-33 nolu
ara fraksiyonun etanolden kristallendirilmesi neticesinde san ignecikler geklinde elde edilen
bilesik, genel flavon tanimlama deneylerine tabi tutuldu. ince tabaka tizerinde 366 nm UV
15tk altinda kahverengi, amonyak buharlari ile san ve daha sonra 366 nm UV 151k altinda
mor renk veren bilegigin (/24), Shinoda belirteci ile verdifi kirmizimsi-pembe renk
nedeniyle bir flavon oldugu, ferri kloriirle yesil renk vermesi nedeniyle de 3-, 5- ya da 8-
konumlarinda fenol gruplar bulundugu digiinildii. 23.1 mg afirhindaki bu bilesige HM-7

kodu verildi.

Flavon ve flavonollerin gerek gekirdek yapilarnin ve gerekse siibstitiisyonlarinin
konum ve niteliklerinin tayininde UV spektrometrisi giiglis bir yontem oldugu bilinmektedir.
Bilesiklerin gerek metanol igerisinde alnan UV spektrumlarinda sapianan maksimum
absorpsiyon degerleri, ve gerekse metanollii gozeltilere muhtelif belirtegler ilavesiyle UV
spektrumlarinda izlenen degisiklikler, flavon ve flavonollerin yap1 tayininde gok degerli
bilgiler saglayabilmektedir. Bu nedenle, HM-7 kodlu bilesifimize ayrmtili bir UV spektral

analiz uygulanmistir.

Flavon ve flavonollerin metanol igerisinde alinan UV spektrumlarinm 240-400 nm
arasinda iki temel absorpsiyon bahdl icerdigi bilinmektedir. Bunlardan 300-380 nm
arasindakine Bant I, 240-280 nm arasinda goriilene ise Bant II ad1 verilir. Bant I in C-
halkasindaki sinnamoil sistemiyle, Bant II nin ise A-halkasinn benzoil sisteminin
absorpsiyonu ile ilgili oldugu disinilmektedir. Bant II tek bir maksimum halinde

olabilecegi gibi, C-halkasindaki oksijenli siibstitiisyonlarin say1 ve niteligine bagl olarak iki
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maksimuma da ayrilabilir. Bu maksimumlardan daha uzun dalgaboyundakine Bant Ila,
digerine ise Bant IIb adt verilir. 3',4'- ve daha nadir olmak tizere 3',4',5'-konumlarda oksijenli
stibstitiisyon tagiyan flavon ve flavonoller, genelde 250-275 nm arasinda iki belirgin

absorpsiyon maksimumu verirler (181).

HM-7 kodlu bilesigimizin UV spektrumunda (Spektrum No 29), 364 (Bant I), 271 ve
258 nm (sirastyla Bant I1a ve Bant IIb) lerde absorpsiyon maksimumlari goériilmektedir. Bant
II nin ikiye bolinmiis olmasi, HM-7 nin C-halkasinda 3',4'-disiibstitiisyon tagtyan bir flavon

ya da flavonol olduguna igaret eden bir bulgudur.

Flavon ve flavonollerin UV spektrumlan tizerinde NaOMe etkisi, serbest 3- ve/veya
4’-hidroksil gruplarinin tanimlanmasi igin kullamlir. NaOMe ilavesiyle Bant I de biiyiik bir
batokromik kayma (40-65 nm) izlenirken absorbsiyon siddetinde bir azalma olmazsa, serbest
4’-OH grubunun bulunduguna karar verilebilir. Serbest 4'-OH grubu olmayan, ancak 3-
konumunda serbest hidroksil grubu tagiyan flavonollerde de 50-60 nm lik batokromik kayma
izlenirse de, genellikle Bant I in giddetinde azalma meydana gelir. Hem 3 ve hem de 4'-
konumlarinda serbest-OH tagiyan flavonollerde ise, NaOMe ilavesini takibeden kisa siire

icerisinde alinan UV spektrumunda dejenerasyon izlenir (/81).

Bilesigimizin NaOMe ilavesiyle alinan UV spektrumunda Bant I de 58 nm lik bir
batokromik kayma gériilmiistiir. Absorpsiyon siddetinde azalma olmamas:, ve bir siire sonra
tekrar alinan UV spektrumunda bir bozulma izlenmemesi, bilesigimizin C halkasinda 4-
konumunda serbest bir hidroksil grubu oldufunu belirlemektedir. Bilegigimizin UV
spektrumunda Bant II nin ikiye ayrilmug olmast nedeniyle 3',4'-disiibstitiie C halkasina sahip
oldugu saptandif: i¢in, bu ilave bilgilerin 11§inda, sdzkonusu halkadaki siibstitiisyonun

3'metoksi-4'-hidroksi olmas: gerektiZi de ortaya gikmaktadir .
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C-3 ya da C-5 de serbest hidroksil grubu tasiyan flavon ya da flavonoller, AICl; ile
aside dayamkls kompleksler olugtururlar. AlCl; ilavesiyle alinan UV spektrumunda Bant I ve
Bant II de belirgin batokromik kaymalar‘ meydana gelir; ancak asit ilavesinden sonra tekrar
alinan spektrumun absorpsiyon maksimumlarinda metanolde alinan UV spektrumundakilere
kiyasla batokromik kaymamn bulunmasi, flavonoidde 3 ve/veya S5-konumunda serbest
hidroksil gruplarinin bulunduBunu belirtir. Asitle metanol spektrumuna donilmesi ise, ne 3-
ve nede 5-konumlarinda serbest hidroksil grubu bulunmadifinin gostergesidir (/817). 5-
Hidroksi flavonlar aluminyum kloriir ilavesiyle alinan spektrumlarinda karakteristik olarak
dort bant verirler. Bunlar Ia, Ib, Ila ve IIb olarak simgelenir (150, 181). Bu bantlarin
absorbanslari, batokromik kaymalar, absorpsiyon maksimumlarinin dalgaboylan ve hatta
sekillerinin degerlendirilmesi, flavonoidlerin kimyasal yapilarina gore yirmi kadar alt simf

halinde gruplandiniimasini mimkiin kifmgtir (150).

Bilegigimizin metanolli ¢ozeltisine AICl; ilavesiyle alnan spektrumunda, timi
metanoldeki spektruma gore batokromik kayma sergileyen dért absorpsiyon maksimumu
vermektedir. Bu ¢ozeltiye hidroklorik asit ilavesinden sonra alinan UV spektrumunda,
absorpsiyon maksimumlarimin degigmedigi, yani orijinal metanol spektrumuna geri
doniilmedigi izlenmigtir. Bu durum, HM-7 bilesiginde 3 ve/veya S5-konumunda serbest
hidroksil gruplarimin bulunabilecegini diitindtiren bir bulgudur. Ilaveten, bilesigimizin UV
spektral verilerine, yukanida konu edilen siniflandirma kriterleri uygulanmigtir. Aluminyum
kloriir ve asitle Bant I in Bant Ia ve Ib olarak iki maksimum vermesi, Bant Ia mn (420 nm)
395 nm den yiiksek dalgaboyunda ve omuz degil de bir maksimum halinde gorilmesi, ve
ilaveten Bant II nin 271 nm den kiigiik dalgaboylaninda izlenmesi, HM—7 nin 3-

metoksiflavonlar alt siifinda yer aldigint gosteren kriterlerdir.
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UV spektral analizlerinden saptanan bilgiler igifinda, HM-7 nin, 3- ve 3’-
konumlarinda metoksil gruplar, 5- ve 4"-konumlannda ise serbest hidroksil grubu tasidif
‘sOylenebilmektedir. UV spektroskopisinden saglanan bulgularin dogrulanmasi ve flavon
gekirdeginin C-6, 7 ve 8 konumlarindaki siibstitiisyon durumlarinin belirlenmesi amaciyla
bilegife ait difer spektral analizler de (‘H ve CNMR, IR, EIMS ve ESI-MS)

gerceklestirilmigtir,

Bilesigin 600 MHz de détérokloroform igerisinde alinan '"H NMR spektrumununda
(Spektrum No 33), § 3.88, 3.92, 3.95 ve 3.99 da dort tane iiger hidrojenlik keskin singlet
gorilmektedir. 1ki metoksilin yerleri belirlenmis oldugundan, diger iki metoksilin C-6, C-7
ya da C-8 konumlarinin ikisinde yer aldig1 ortaya ¢tkmaktadir. Aromatik sahada 8 7.06, 7.79
ve 7.80 de goriilen sinyallerin boliinmeleri ve etkilesme katsayilart, bu hidrojenlerin bir ABX
sisteminin Gyeleri oldufunu kamtlamaktadir. Bu durum, daha énce UV spektral analizler
yardimyla saptanmig olan 3’-metoksi-4’-hidroksi siibstitiisyonu tasiyan B-halkasinin
varligiyla uyum igerisindedir. 8 6.04 ve 12.47 de degisebilen protonlara ait oldugu diigiiniilen
iki sinyale ilaveten 8 6.42 de goriilen bir hidrojenlik singlet A halkasinin C-6, 7, ya da 8

konumlarindan bir tanesinde yer almalidir.

HM-7 nin 150 MHz de alinan *C NMR spektrumunda (Spektrum No 34) onsekiz
tane karbona ait sinyaller gorilmektedir. Bunlardan § 179.23 sinyali, flavon g¢ekirdeginin 4-
konumunda yer alan ¢apraz konjuge keton karbonili igin uygun bir kimyasal kayma degeri
sergilemektedir. Diger sinyaller de dnerilen yapiyla uygunluk gostermelerine karsilik, C-6, 7
ve 8 konumlarindaki siibstitiisyonun belirlenmesinde ¢ok kesin bir veri saglayamamigtir. Bu
nedenle, HM-7 iizerinde ¢ift-boyutlu NMR (lH,lH COSY, HSQC, HMBC, NOESY),

deneyleri yapilmasina gerek duyulmustur.
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'H,'H COSY deneyi (Spektrum No 35), ABX sistemi hidrojenleri arasindaki
etkilesmeleri vurgulamaktan teye bir bilgi saglamamustir. ‘Jen korelasyonlarimi veren
HSQC deneyi (Spektrum No 36) som;g:lanna gore hidrojenlerle iizerinde yer aldiklan
karbonlar eglestirilebilmis, ve bu sayede karbon kimyasal kaymalarimin bir kismu formiil
tizerinde yerlestirilebilmigtir. Yap1 hakkinda daha kesin bilgiler ise, HMBC spektrumundan
(Spektrum No 37) saglanmigtir. B-Halkasinda yer alan hidrojenlerin 2y ve “Jem
korelasyonlari, bu halkada bulunan tiim karbonlarin ve ayrica kromen halkasinin 2-
konumunda yer alan katerner karbonun kimyasal kayma degerierinin kesin olarak
saptanmasim saglamgtir. C-6, 7 ve 8 konumlanndaki kimyasal yapmnin belirlenmesi ise, &
6.41 de rezonans veren hidrojenin iki ve ii¢ bag etkilesmeleriyle ¢oziimlenmigtir (Tablo 3).
Bu hidrojenin C-8a (8 157.59) ile etkilegmesi, 6-konumunda yer almig olma olasilifim
ortadan kaldirmaktadir. Ayrica karbonil karbonu (8 179.23) ile de etkilesme goriildii§iinden,
7-konumunda bulunmasi da miimkiin gérillmemigstir. Bu durumda & 6.41 sinyali H-8 e ait
olmalidir. Gergekten de H-8, C-7 (5 158.60) ve C-8a (5 157.59) ile 2Jcy, C-4a (8 105.54) ve
C-6 (5 129.03) ile Jcy korelasyonlan1 sergilemekte, diizlemsellik nedeniyle de C-4 (8

179.23) ve C-5 (5 148.68) ile kiigiik gapli “Jcy korelasyonlan izlenebilmektedir.

NOESY deneyinde (Spektrum No 38), H-8 ile 7-OCH; (8 3.95) grubu arasinda
izlenen etkilesme, A halkasi icin 6nerilmis olan yapty: dogrulamaktadir. H-2' (d 7.80) ile 3'-
OCH; (8 3.99) hidrojenlerinin uzaysal etkilesmesi, B-halkasinin kimyasal yapisimi bir kez
daha kamtlarken, H-6" (5 7.78) ile 3-OCH3 (& 3.88) arasindaki etkileyme ise 3-metoksilli

flavon ana iskeletini kesinlestirmektedir.

Bu bulgularin gifinda HM-7 nin kimyasal yapist 5,4'-dihidroksi-3,6,7,3'-

tetrametoksiflavon olarak kesinlik kazanmugtir. Bu yapinin kapali formiilii. CoH;50s, bu
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formiil ig¢in hesaplanan molekiil agirlig:s ise 374 diir. Bilesigin ESI-kitle spektrumunda

(Spektrum No 31) bulunan degerler, hesaplanan molekul agirtifiyla uyum igerisindedir.

5,4'-dihidroksi-3,6,7,3'-tetrametoksiflavon’un agik kimyasal formili ile 'H ve PC

NMR degerleri asagida verilmigtir.

5,4'-dihidroksi-3,6,7,3"-tetrametoksiflavon, literatiirde chrysosplenetin adiyla kayitl
olan bir bilesiktir. Bu yapiya sahip ofan flavonun sinonim adimn polycladin oldugu da
kayithdir (150). Bu bilesik, aragtinlan kaynaklarin ¢ogunda chrysosplenetin adiyla
anilmasina ragmen, ¢ok yakin zamana kadar polycladin adimn da kullaruldig gorulmustir.
Bu nedenle, her iki ismin kullanildigt bilimsel aragtirmalarin kisa bir 6zeti verilerek, ¢ift isim

uygulamastmn literatiir aragtirmalarinda meydana getirdigi giclik ve olumsuziuklara 15tk 5 1

&
tutulmast amaglanmugtir. g 5
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Polycladin adina literatirde ilk kez 1948 yilinda rastlanmaktadir. Bu tarihte
Polycladus abietinus (Compositae)’dan flavonoid reaksiyonlar1 veren sar1 renkli kristal bir
bilesik elde edilmig ve polycladin olarai( isimlendirilmigtir (/88). Aym aragtirmaci, 1950
ytlinda Giiney Amerika’min And Daglari’'nda endemik olarak yetisen Lepidophyllum
quadrangulare (Sinonim Polycladus abietinus) (Compositae)’den elde ettifi polycladin’in
C1sH130s kapali formiiliine sahip olup, en az li¢ tane metoksil grubu tagiyan bir flavon
oldugunu rapor etmistir (/89). Bu aragiirma grubunun 1957 yihinda yaymnlanan
caligmalannda, polycladin’in yapist bir quercetagetin tiirevi olan 5,4'-dihidroksi-3,6,7,3'-
tetrametoksiflavon olarak rapor edilmistir (790). Ancak 1965 yilinda Horhammer ve
arkadaglan, total sentezle elde ettikleri 5,4'-dihidroksi-3,6,7,3'-tetrametoksiflavon’un
polycladin’le aym olmadifim, dolayisiyla polycladin i¢in bildirilmis olan yapmin dogru
olmadifim iddia etmiglerdir (Z53).

Chrysosplenetin adina ise ilk kez 1956 yilinda yayinlanan bir makalede rastlanmigtir.
Nakaoki ve Morita, Chrysosplenium japonicum (Saxifragaceae) adl bitkiden elde ettikleri
chrysosplenin adli yeni bir flavonozitin hidroliziyle chrysosplenetin olarak isimlendirdikleri
genini elde etmigler, bu geninin kapah formiiliiniin C;sH703(0OMe);, kimyasal yapisinin ise
quercetagetin 6,7,3’-trimetil eter oldugunu belirtmiglerdir (2/7). 1962 yilinda Mani ve
Venkataraman, total sentezle elde ettikleri 3,4’-dihidroksi-5,6,7,3’-tetrametoksiflavonun
aluminynm kloriirle muamelesi sonucunda kazandiklar bir bilesifin, Nakaoki tarafindan
saflanan otentik chrysosoplenetin ile identik oldugunu bildirmiglerdir (/85).
Chrysosplenetin’in yapist 1969 yilinda aydimlatimg (277), ve bu tarihten sonra 5,4’-
dihidroksi-3,6,7,3’-tetrametoksiflavon, kaynaklarin biiyilk bir bolimiinde bu isimle
amlmgtir.

Buna ragmen, yakin zamana kadar polycladin adimn kullamldigi kaynaklara da

rastlandifs saptanmigtir. Omegin Compositae familyasina ait tiifler olan Parthenium
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rollinsianum’dan (273), Stevia jujuyensis’in toprak iistii kisimlarindan (95) ve Haplopappus
bezanillanus’tan, ayrica Scrophulariaceae familyasindan Digitalis thapsi’nin yapraklarindan
(97) elde edilen bu bilesik, ilgili yayinlarda polycladin adiyla rapor edilmektedir. Jasonia
-montana (Compositae)’dan po]ycladin‘. adiyla rapor edilen bilesigin (104), daha sonra
jaceidin (quercetagetin 3,6,3’-tetrametil eter) oldugu ortaya konulmustur (150).

5,4'-dihidroksi-3,6,7,3'-tetrametoksiflavon’un ~ chrysosplenetin  ad1  altinda,
Compqsitae ve Scrophulariaceae familyalarina ilaveten, Labiatae, Verbanaceae ve
Diaspensiaceae familyalarina ait baz tiirlerden elde edilerek rapor edildifi goriilmektedir.
Ornegin Compositae familyasindan Artemisia siversiana (88, 291), A. rutifolia (89), A. copa
(96), A. hispanica (186) ve A. annua (187) gibi birgok tiirden rapor edilmig olmasi, bu
flavonoidin Artemisia genusunun kimyasal profilinin olagan bir iyesi olduguna igaret
etmektedir. Chrysosplenetin icerdigi rapor edilen diger bazi Compositae familyas: iiyeleri,
Brickellia arguta (262), Chamomilla recutita (260), Jasonia montana (337), Pulicaria
somalensis (29), Matricaria chamomilla (198) ve baz1 Achillea tirleridir (310, 313). Bu
bilegik Scrophulariaceae familyasindan Adenosma capitatum (232), Labiatae familyasi
tiyelerinden Plectranthus marrubioides (152) ve Stachys aegyptica (103), Verbanaceae
familyasindan Lanthana achyranthifolia (102) ve bir Diaspensiaceae iiyesi olan Berneuxia
thibetica’dan da (99) rapor edilmigtir.

Bilgilerimiz 1;1g1nda, chrysosplenetin’in Rutaceae familyasinin bir iiyesinde bulunugu
ilk kez bu cahgma ile rapor edilmektedir. Boylece s6zkonusu flavonoidin dogadaki
kaynaklarina, Rutaceae familyasi, Haplophyllum genusu ve H. myrtifolium tiri de ilave
edilmektedir.

Chrysosplenetin iizerinde yapilan bir farmakolojik aragtirmada, bu bilesigin
melanoma B16’ya karsi belirgin antitimér aktivite gosterdigini, buna kargilik Pliss

lenfosarkomanin geligmesini sadece zayif bir gekilde geciktirdigini, sarcoma 180’e kars: ise
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hemen hemen etkisiz oldugunu ortaya koymustur (90). 2000 Yilinda gergeklestirilen bir
biyolojik aktivite aragtirmasinda ise, antifungal etkisi agisindan incelenen chrysosplenetin’de

boyle bir aktivitenin bulunmadigi rapor edilmektedir (297).
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6. HM-9 {i)ictamnine}

3

Fs kodlu fraksiyonun preparatif stitun kromatografisi ile saflagtiriimas: sirasinda elde
edilen 11 no lu ara fraksiyonun preparatif ince tabaka kromatografisi ile ayrilmas1 sonucunda
alinan 2 nolu banda HM-9 kodu verilmigtir. Dragendorff ile koyu kahverengi leke veren bu
bilesigin UV spektrumunda (Spektrum No 39) 202, 237 ve 331 nm lerde goriilen
maksimumlar furokinolinler i¢in karakteristiktir (266). Asit ve alkali ilavesiyle spektrumda bir

degisiklik izlenmemigtir.

Détdrokloroform iginde 300 MHz de gekilen 'H NMR spektrumunda (Spektrum No
43), aromatik sahada toplam alt1 hidrojene kargilik gelen sinyaller gézlenmektedir. Bunlardan
3 7.63 ve & 7.09 da birer dublet seklinde ( J 2.8 Hz) goriilen: sinyaller, furan halkasmin
sirasiyla o ve B konumlarindaki hidrojenlere aittir (161). & § 7.69 ve 7.45 de dublet-dublet--
dublet olarak goriilen sinyallerden her ikisinde de iki orto ve—bir meta eﬁesme oldugunu
gOsteren bdliinmeler vardir. § 8.28 vé 8:-;01 deki sinyaller de dublet-dublet-dublet olarak
bélinmiistiir. Bu sinyallere ait etkilesme katsayilari, her iki hidrojenin de bir orto, bir meta ve
bir para etkilesmeye sahip oldugunu gﬁﬂemehedh. Sozkonusu veriler 1,2-disiibstitliebenzen
yapismin varhginm ortaya koymakta, ve furokinolin ¢ekirdeginin A halkasinin 5-, 6-, 7- ve 8-
konumlarimin nonsiibstitile oldugunu belirlemektedir. 8 4.46 da goriilen ¢ hidrojen
dege;'indeki singlet, C-4 konumundaki bir metoksile ait olmalidir. Zira bu sinyalin olduk¢a
asag1 alanda izlenen kimyasal kayma degeri, furokinolin ¢ekirde§inin 4-konumunda yer alan

metoksil gruplan igin karakteristiktir.

'H NMR bulgularindan elde edilen bulgulara gore yazilan bilesigin kapali formiili
Ci2HgNO; ve bu formil igin hesaplanan molekdl agirh@ 199 dur. HM-9 un EI Kkiitle
spektrumunda (Spektrum No 42) m/z 199 da gérillen molekiller iyon aym zamanda baz

tepedir. Metoksil grubundan metil radikalinin kopmasiyla olusan iyon ise m/z 184 de % 47
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bagil bollukta goriilmektedir (Sema 4) . Ayrica ESI MS spektrumunda (Spektrum No 41)
goriilen m/z 222 [M+Na'] ve 200 [M+H"] pikleri de, EI kiitle spektrumundan elde edilen
bilgileri dogrulamaktadr. ‘

Boylece HM-9 kodlu bilesigin 4-metoksifuro[2,3-b]kinolin yapisinda oldugu kesinlik
kazanmigtir. Bu kimyasal formiile sahip olan bilesik, literatiirde dictamnine adiyla kayithidir.
HM-9 un spektral verileri, literatiirde dictamnine i¢in rapor edilmis olanlarla tamamen uyum
icerisindedir (40, 92, 261)

Dictamnine’in agik kimyasal formiilii ve "H NMR degerleri asagida verilmektedir.

7.69 ddd

7.45 ddd

8.28 ddd

Literatiir aragtrmalari, dictamnine’nin daha 6nce Haplophyllum genusuna ait bir gok
tirden izole edilmis oldufunu gdstermigtir (Tablo 2). Bu furokinolin alkaloidinin
Haplophyllum myrtifolium Boiss. tiriindeki varhifi ise ilk kez bu ¢aliymada rapor

edilmektedir.
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MI"; m/z 199 (% 100) M-15]*; m/z 184 (% 47)
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Sema 4. Dictamnine’in Kiitle Par¢alanmasi
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7. HM-10 {7-0-(3-Methyl-2-butenyl)isodaurinol}

Fs kodlu ana fraksiyona preparatif siitun kromatografisi uygulamas: sirasinda elde
edilen 11 no lu fraksiyona preparatif ince tabaka kromatografisi uygulanmugtir.
Dragendorff beiirtecine olumsuz yanit vermesi nedeniyle nonalkaloidal oldugu diigiiniilen
bandin eliisyonu ile elde edilen bilesik, tekrar preparatif ince tabaka kromatografisi ile

saflagtirilmig, ve elde edilen bilegige HM-10 kodu verilmistir.

HM-10 kodlu bilesigin 600 MHz NMR spektrometresinde détdrokloroform iginde
alman 'H NMR spektrumunda (Spektrum No 48) aromatik sahada alt1 hidrojene karsilik
gelen sinyaller goriilmektedir. Bu sinyallerden & 7.69, 7.18 ve 7.09 da rezonans verenler,
birer hidrojen degerinde singletlerdir. 8 6.96, 6.84 ve 6.81 de izlenen herbiri birer hidrojen
degerindeki sinyallerin boliinmeleri ve etkilesme katsayilan ise, bu hidrojenlerin bir ABX
sistemi olusturdugunu ortaya koymaktadir. Aromatik sMa 3 6.09 ve 6.05 de izlenen birer
hidrojen degerindeki iki dublet (J/ 1.4 Hz), yapida bir metilendioksi grubunun varligm
gOstermektedir. & 4.04 deki li¢ hidrojenlik singlet, stibstitlientlerden bir digerinin de
aromatik bir metoksil grubu olduguna isaret eder. 'H NMR spektrumunun alifatik
sahasinda ve olduk¢a asag1 alanda, § 5.37 ve 5.38 de gbze carpan birer hidrojen
deferindeki singletler, bir y-lakton halkasinin metilen protonlar1 igin karakteristik
degerdedir. Bu nedenle, HM-10 kodlu bilesigin arilnaftalen gekirdegine sahip bir lignan
olabilecegi diiglintilmistiir. Ayrica, sdzkonusu sinyalin kimyasal kayma degeri, kim&asal
yapmin olasi izomerlerden 1-aril-3-naftoik asit degil de, 1-aril-2-naftoik asit olabilecegine

isaret etmektedir (151, 180, 223).

Buraya kadar elde edilen verilerin 1siginda, HM-10 bilesifinin arilnaftalen

¢ekirdeginin 4-konumunda siibstitiisyon tagimadigi, A halkasinin 1,2,4,5-tetrasiibstitiie, C
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halkasinin ise 1,3,4-tristibstitie olduBu, bu halkalarin {izerinde siibstitlient olarak bir
- metilendioksi ve bir metoksil grubu .tajidhifs sOylenebilmektedir. Boylece A ya da C
halkalarmin birisinde bir stibstitlientin daha yer almast gerektifi de ortaya ¢ikmaktadir,

Bu stibstitdentin varhfn ve nitcligine iligkin ik bulgular yine 'H NMR
spektrumundan sajlanmaktadir. Zira 8 5.36 da, y-lakton metilen grubu hidrojenlerinin
sinyalleriyle (55.38 wve 5.37) kismen O&rttilmily durumda olan bir multiplet goze
carpmaktadw. Olduk¢a asafn alanda oldugu dikkati geken bir hidrojenlik bu sinyalin
yamsira, 8 4.56 da iki hidrojene kars1 gelen bir dublet (J 6.5 Hz), § 1.72 ve 1.56 da ise iki
tane metil grubuna ait olabilecek dger hidrojenlik iki keskin singlet dikkati gekmektedir.
Bu ilave bulgular, HM-10 bilesifinin alifatik karakterli bir yan zincir tagidiim agikga

gostermektedir.

Bilesigin *C NMR (150 MHz) spektrumunda (Spektrum No 49) toplam yirmibes
adet karbona ait sinyaller bulunmaktadir. 5 170.01 deki sinyal, molekilde bir karbonil
grubunun varhgmna isaret etmektedir. Ayrica bilegigin IR spektrumunda (Spektrum No 45)
1742 cm™ de goriilen giddetli absorpsiyon sinyali de, bilesikte varoldugu ongoriilen y-
lakton grubu karbonili icin uygun bir degerdedir. Bilesigin *C NMR spektrumu, nerilen
arilnaftalen ¢ekirdegine ve varliklan 'H NMR spektrumundan saptanan silbstitilentlere ait
karbonlar i¢in beklenen degerlerde sinyalleri tagimaktadir. Ancak '*C NMR spektrumunda

-8 17.98, 2568, 65.72, 119.40 ve 138.01 degerlerinde izlenen ilave sinyaller, '"H NMR
bulgularma dayamlarak bilegikte bulundufu Ongdrillen yan zincirin varhf: ve kismen de
olsa niteligi hakkmda destekleyici bilgiler saglamaktadw. Bu yan zincirin bes karbonlu
oldugu, 8 119.40 daki sinyalin olefinik bir metin karbonundan kaynaklandigy, & 138.01
deki sinyalin ¢ifte bagn diger karbonunu olusturan katerner bir sp> karbona ait olduiu,
metil gruplarmin farkh kimyasal kayma deerlerinin (8 17.98, 25.68), olefinik yap:
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nedeniyle kisitlanmis rotasyona bagh olabilecegi, ayrica & 65.72 sinyalini veren metilen

karbonunun muhtemelen oksijene a-konumda yer aldif1 sdylenebilmektedir.

HM-10 kodlu bilesigin gekirdek yapisim1 dogrulamak, ve yan zincirin yapisi
aydinlatmak amaciyla 2D NMR analizlerinin yapilmasina gerek goriilmiistiir. Bu
kapsamda bilesigin 600 MHz NMR spektrometresinde 'H,"H DQF COSY, HSQC, HMBC

ve NOESY analizleri gerceklestirilmigtir (Tablo No 4) .

Bilesigin "H,"H DQF COSY spektrumunun (Spektrum No 50) dikkati ¢cekecek bir
sadelikte oldugu goriilmektedir. ABX sistemini olugturan aromatik hidrojenlerin beklenen
etkilesmelerinin haricinde izlenen korelasyonlar, yan zinciri olusturdufu diigiiniilen
hidrojenlere aittir. Ornegin, & 4.56 da sinyal veren metilen hidrojenleri ile & 5.36 da

rezonans veren olefinik metin protonu arasinda karsihikl etkilegmeler goriilmektedir.

2 ve 3 bag araciliftyla (*Jcy ve 3Jcy) hidrojen-karbon korelasyonlarmn saptandig
HMBC spektrumunun (Spektrum No 52) degerlendirilmesine en agafi alanda bulunan
sinyalden (3 7.69) baglanmugtir. Bu hidrojenle C-10 (5 68.03) arasindaki *Jey korelasyonu,
bu protonun B-halkasinda ve 4-konumunda oldugunu belirlemektedir. Aym hidrojenin
diger *Jcy korelasyonlan, C-2 (5 118.43) ve C-8a (5128.62) katerner karbonlarmmn
kimyasal kayma degerlerinin yerlestirilebilmesine olanak sajlamakta, ve ayrica 5-
konumunda, "H NMR spektrumunda & 7.18 de rezonans veren hidrojenin (5¢ 105.97) yer
aldigim belirlemektedir. Bu durumda 8 7.09 da rezonans veren hidrojenin de H-8 oldugu

saptanmis olmaktadir.

H-5 (3 7.18), beklenen C-4 (& 118.20) ve C-8a (128.62) korelasyonlarinin yanisira,

5 149.14 (C-7) ile de ii¢ bag aracilifiyla etkilesme sergilemistir. H-8 in (8 7.09) ¢apraz
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sinyalleri ise, C-1 (5 139.57), C-4a (5 133.05) ve C-6 (5 152:20) mn kimyasal kayma
defierlerini saptamaya yardimer olmugtur. Metoksil grubu Hidrojenleri g bag aracihg ile
C-6 (6 152.20) ile cikilesmekte, ve bu durum sdzkonusu sibstitientin 6-konumunda yer
aldifzm kanttlamaktadir, Boylece, C-7 de (5 149.14) oksijen bir sibstitlsyomun varhgy, ve
bilegikte varkg biinen metllendioksi grbumin e Cohalkasmda yer aldig
Kanttianabilmektedir,

ABX sistemini olugturan hidrojenlerden § 6.84 deki protonun (H-2"), § 128.87 (C-
1), 147.52 (C-3Y/14749 (C4) ve 123.50 (C-6") deki karbonlarla etkilesmeleri
gorilmektedir. H-5" (§ 6.96) ve H-6" (5 6.81)- protonlarmm HMBC spektrumunda izlenen
-apraz sinyalleri de, goriilmesi beklenen etkilesmelerle tamamen uyum igerisindedir (Tablo
4). Metilendioksi hidrojenlerinin 147.52 (C-3")/147.49 (C-4) etkilegimleri ise, C-halkasmmn
proton ve karbon haritasim tamamlayan bulgulardir.

y-Lakton halkasindaki metilen hidrojenleri ile, C-2 (5 118.43), C-4 (5 118.20) ve C-
9 (8 170.01) arasmda gorillen *Jcy korelasyonlar, daha Snce de Snerildigi fzere, 1-aril-3-
naftoik asit degil de, 1-aril-2-naftoik asit izomeri ile karst karstya oldugumuzu kantlayan
bir bulgudur.

Yukarida irdelenen bulgular, HM-10 bilesiinin yapisim, 7-konumundaki
stibstitsyonun haricinde, ortaya koyar niteliktedir. *H ve >C spektrumilarmdan elde edilen
bilgiler, HM-10 bilegiginin 7-konumunda bey karbon ve deokuz hidrojenden olugan bir
alkeniloksi stibstitllentinin  bulundufuna isaret etmektedir. & 4.56 deki metilen
hidrojenlerinin (H-1"), & 149.14 de rezonans yapan karbonla (C-7) olan korelasyonu, 7--
konumundaki oksijene bagh olan ik karbonu belirlemektedir. S8zkonusu hidrojenler aym

zamanda, smasiyla fic ve iki bag aracibfiryla, 5 138.01 (C-3") ve & 119.40 (C-2") da.
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rezonans veren karbonlarla da etkilesmektedir. Bilesikte bulunan her ki metil grubu
hidrojenleri de, birbirlerinin karbonlan dignda sadece C-3" ve C-2" ile HMBC
etkilegmeleri sergilemektedir. Bu durum, s8zkonusu metil gruplarmm ¢ifte bag: olugturan
katerner karbona bagh olduklarmm, diger olefinik karbopun ise metilenoksi grubu
aracilifiyla ana yapiya bajlandiimi g&stermektedir. B8ylece 7-konumundaki sﬁbstitnentin
(3-metil-2-biiteniljoksi oldufu ortaya ¢ikmustir.

Yukanda Onerilen yapmm kapah formiilli C,sH2Os dur ve hesaplanan molekiil
agihp: 418 dir. Bilesigin ESI kitle spektrumunda (Spektrum No 46) gorillen M+H (m/z
419), M+Na (m/z 441) ve M+K (m/z 457) pikleri, Onerilen moleklil agithyla uyum
igerisindedir. El kitle spektrumunda (Spektrum No 47) digiik bagil bollukta izlenen
molekiller iyon (m/z 418, % 5), prenil yan zincirini kolayca kaybederek, ana gekirdek olan
isodaurinol’e donmektedir (m/z 350, % 100). Bu parcaciktan bir metil grubunun
" atilmastyla olugan iyon ise m/z 335 de grillmektedir. Bu tiir bir kiitle pargalanmasi, benzer
yan zincir tagryan bilegikler i¢in literatlirde rapor edilenlerle uyum igerisindedir (303, 311).

HM-10 tzerinde yapilan NOESY deneyi (Spektrum No. 53), merillen yapmt
timiyle dogrulayan bulgular saflamustir. Ornegin, metoksil grubu hidrojenleri karsilikh
olarak 3 7.18 (H-5) ile, H-5 ise yine kargihkli olarak H-4 (3 7.69) ile etkilesmektedir. Keza
H-4 tin H-10 (6 5.37) ile etkilesmesi, A ve B halkalan i¢in Snerilmis olan yapiy1 bir kez
daha dogrulamaktadr. 7-konumunda yer aldify- saptanmug olan (3-metil-2-bilteniljoksi
siibstitdentindeki H-1 protomu (8 4.56), beklendifi lizere H-2” ve H-3" ile verdigi
korelasyonlarin yanisira H-8 (§ 7.09) ile de etkileserek, sdzkonusu sibstitisyonun A
halkasmdaki konumunu kesin bir gekilde ortaya koymaktadir. H-2’ (8 6.84) ve H-6" (8

6.81) protonlarmm her ikisinin de H-8 (8 7.09) ile kargilikh nOe etkilegmesi gOstermesi, C
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halkasmin muhtemelen sterik nedenlerle arilnaftalen ¢ekirdegine (A ve B halkalari) bir ac1

olusturacak sekilde konuslandigim diistindiirmektedir.

HM-10 bilesiginin {(3-methyl-2-butenyl)isodaurinol} ag¢ik kimyasal formiilii

agsagida gosterilmigtir.

* Degisebilir degerler

Yapilan aragtwmalar, bu bilesigin daha 6nce literatiirde rapor edilmemis oldugunu,
dolayisiyla doga i¢in yeni bir bilesik oldugunu g&stermektedir. HM-10 bilesiginden sadece

7-konumunda bir fenol grubu tagimasi ile farkli olan arilnaftalen lignan isodaurinol (129)
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adi ile anildifs igin, HM-10 bilesigine (3-metil-2-biitenil)isodaurinol adinm verilmesinin
uygun olacafi disiinfilmisttir.

3-metil-2-butenil (=3,3-dimetilalil, prenil) siibstitiisyonu, flavonlar, kumarinler ve
alkaloidler gibi sekonder metabolitlerin yapilarnda oldukga sik rastlanan bir yan zincirdic
(56, 63, 75, 81, 86, 207, 217, 306, 325). Ancak, bilgilerimiz dahilinde, lignanlarda bu
stibstitiisyon ‘ikk kez 1973 yilmda Rutaceac familyasmm bir dyesi olan Zanthoxylum
piperitum’dan elde edilen piperitol-3,3-dimetilalil eter adh bilesikte saptanmstir (6). Bu
bilegik lignanlarm furofuran (2,6-diarilbisiklo]3,3,0}oktan) alt smifindandsr,

Aym bilesik daha sonra 1979 yihinda Yeni Kaledonya'da yetisen Zanthoxylum
tiirlerinden de izole edilmigtir (311).

1983 yilinda Z ailanthoides’ten pluviatilol-3,3-dimetilalil eter adl yeni bir lignanin
izole edildigi rapor edilmistir. Pluviatilol de, piperitol gibi, furofuran ¢ekirdek yapismna
sahip olan bir lignandsr (158).

Bunﬁan bir yil sonra Cin’de yaymlanan bir cahsmada, Z. podecarpum tirinden
yine phiviatilol-3,3-dimetil eter izole edilmistir. Ancak aragtirmacilar, bu bilegigin yeni
oldugunu, ayrica prenil grubunun lignan smifindan bir ¢ekirdeie baglanmasinm da ik kez
rapor edildifini iddia etmiglerdir (259).

Ulubelen ve arkadaglarmm 1994 de yaymlanan bir aragtirmasinda, Haplophyllum
ptilostylum’dan (Rutaceae) lakton karbonilinin farkh konumlan nedeniyle izomerik bir
kangim olusturan 4-isopentylhaplomyrfolin rapor edilmistir (304). Bu bilesik, 4-
konumunda, (3,3-dimetil-2-butenil)oksi stbstitisyonu tagryan bir dibenzilbutirolakton
lignandir. Bu bulug, prenilli stbstitlisyon tagtyan lignanlarm Zanthoxylum tirli digmda bir
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Rutaceae Qiyesinde bulunmasina, ve ayrica prenil siibstitlisyonunun lignanlarin furofuran
alt simfina ilaveten, diarilbutirolakton sinifinda da griiligine ilk 8regi olugturmaktadir.

Ancak, aym aragtirmacilarin bir sonraki yil yaymlanan aragtrmasinda, aym
bitkiden aym bilesigin tekrar rapor edildigi goriilmigtir (303). Bu yaymnda, yazarlar bir
yanilgiya diigerek, gercekte ilk kez 1973 yilinda, ve daha sonra da baska aragtrmacilarca
da rapor edilmi§ olan prenilli lignanlarin, kendi ¢aligmalarindan 8nce bir kez ve ilk defa
'1984 yilinda Ren ve arkadaglarinin ¢ahigmalarinda (259) rapor edilmis oldugunu ve bu
slibstitlisyonun lignanlar i¢in nadir oldugunu iddia etmiglerdir.

1997 Yilinda yayinlanan bir aragtwmada, Coleonema pulchellum’dan bilinen bir
bilesik olan prenilpiperitoliin izolasyonu rapor edilmistir (83). Bdylece Zanthoxylum ve
Haplophyllum’™un yanmsira, iigiinci bir Rutaceae tiiriinde de prenilli lignanlarm bulunusu

literatiire gegmigtir.

1999 yihna ait bir arastirma, Z. infegrifolium’dan yine 3,3-dimetilalil sitbstitlisyonu
tagtyan furofuran sinifindan iki yeni lignanin izolasyonunu rapor etmektedir. Bu bilegikler,

pinoresinol-di-3,3-dimetilalil eter ve pinoresinol-3,3-dimetilalil eterdir (91).

Yukaridaki literatlir  bilgileri, 3-metil-2-butenil (=3,3-dimetilalil, prenil)
siibstitlientinin, caligmamiza kadar lignanlarin sadece furofuran ve diarilbutirolakton alt
smflarinda rastlandifim ortaya koymaktadwr. HM-10 kodlu yeni bilesigimiz {7-0-(3-
metil-2-butenil)isodaurinol}, bu siibstitlientin arilnaftalen lignaplarda varhgm ilk kez

rapor etmektedir.
Vurgulanmas: gereken ikinci dnemli husus, bilgimiz dahilindeki literatiir verilerine

gOre, prenil lignanlarin sadece Rutaceae familyasna ait tiirlerden rapor edilmis olmasidur.
Bu durum, muhtemelen Rutaceae familyas: igin karakteristtk ve spesifik olan ve
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biyojenetik agidan aragtirilmasi gereken ilging bir biyosentetik yolagin varhFim

diistindiirmektedir.
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B. UCUCU BILESIKLER

Haplophyllum myrtifolium Boiss. bitkisinden izole edilen ugucu bilesenler,
GC/MS sistemi yardimyla aynldi. Elde edilen veriler, TBAM Ugucu Yag Bilesenleri

Kiitiiphanesi ve Wiley GC/MS Kiitiiphanesi kullamlarak degerléndirildi.

H. myrtifolium Boiss. bitkisinden su distilasyonu ile izole edilen ugucu yaginda
toplam doksan yedi bilesik saptanmig ve bunlardan linalool ‘(% 12.8), B-caryophyllene

(% 10.3) ve methyl eugenol (% 5.9) ana bilegenler olarak tespit edilmigtir.

F2 kodlu ana alkaloit fraksiyonunundan izole edilen ugucu bilesiklerin % 83.2
si tammlanabilmig ve kirk iki adet bilegen i¢inde chavibetol (% 21.9), eugenol (% 19.1),
methyl eugenol (% 10.8), B-cyclocitral (% 6.0) ve frans-linalool oxide (% 7.1) ana

bilegenler olarak saptanmstir.

Petrol eterli ekstreden SPME teknigi ile izole edilip GC/MS sistemi vasitastyla
tanimlanabilen kirk yedi adet bilesenden B-caryophyllene (%14.6), decane (%11.4) ve

B-phellandrene (%7.0) ana bilegenler olarak tespit edilmigtir.

Chemical Abstracts taramast sonucunda tarafimizdan yapilan bir derlemeye
gore, simdiye kadar Haplophyllum tiirlerinin ugucu yafh ile ilgili sadece ii¢ aragtirma
bulunmaktadir. |

1932 yilinda yapilan bir aragtimada H. acutifolium ve H. popovii tiirlerinin
ugucu yag miktarlan ve bilesimleri aragtinlmstir (171).

H. tuberculatum bitkisinin ugucu yaglan ve ya§ asitleri i{izerine olan bir

calismada, ugucu yagin ana bilegeni 3-carene (% 48) olarak bulunmustur (84). Yine aym
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tir tizerinde 2000 yihnda yaynlanmig olan bir aragtirmada ugucu yagn ana bilegenleri

olarak limonene (% 27.3) ve a-pinene (%21.9) rapor edilmigtir (324).

Sonu¢ olarak, araghrmamza konu olan ve Tiirkiye i¢in endemik bir tiir olan
Haplophyllum myrtifolium Boiss. bitkisinden doért tane bilinen furokinolin alkaloidi elde
edilmigtir. Bu alkaloitlerden skimmianine ve y-fagarine’in bu tiirdeki bulunuglan literatiirde
kayithdir. Buna kargilik, dictamnine ve robustine’in H. myrtifolium’daki varhklan ilk kez bu
calisma ile rapor edilmektedir.

Bu ¢alismada iki tane lignan izole edilmis ve yapilan aydinlatiimustir. Bunlardan (-)-
1B-polygamain, tetrahidronaftalen alt simfindan bir lignandir ve Héplophﬂlum genusundaki
varh@ bilinmektedir. Ancak bu bilesigin H. myrtifolium’daki bulunusu ilk kez aragtirmamizda
rapor edilmektedir.

Diger lignan ise, arilnaftalen yapisindaki isodaurinol’in 7-konumunda 3-metil-2-
biitenil siibstitiisyonu tagiyan, ve dogadaki bulunugu ilk kez bu aragtirmada rapor edilen bir
tirevidir. Bu yeni bilesifin yapisi ayrntih spektral analiz yontemlerinden yararlamlarak
aydmlatilmgtir.

Arastirmamizda, spektral analiz sonuglarina dayamlarak chrysosplenetin oldugu
saptanan bir ﬂavonoid'izole edilmis ve tammlanmugtir. Bu bilesik, simdiye kadar degisik
familyalara ait bir ¢ok tiirden rapor edilmigtir. Ancak, bir Rutaceae familyas: iyesindeki
varhg ilk kez bu aragtirmada ortaya konulmaktadr.

llaveten, H. myrtifolium Bitkisinin ugucu komponentleri tizerinde ilk aragtima,

tarafinmzdan bu ¢aligmada gercgeklestirilmigtir.
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OZET

Bu galiymada, Tiirkiye i¢in endemik bir bitki olan Haplophyllum myrtifolium

Boiss. tiiriiniin toprakiistli ve toprakalt: kisimlar: birarada ele alinarak kimyasal igerigi
tayin edilmigtir.

Oda 1sisinda kurutulmus ve toz edilmis materyal etanolle ekstre edilmigtir.
Ekstraksiyon ¢6ziiciisiiniin ugurulmas ile elde edilen kuru bakiye, daha sonra asitli faza
ahnip baziklegtirilmis ve kloroformla tiiketilerek total ekstre elde edilmistir. Bu ekstrede
bulunan bﬂesﬂder, stitun kromatografisi ile fraksiyonlandirilmg, ileri saflastirmalar igin
preparatif ince tabaka kromatografisi ve kristalizasyon gibi y&ntemlerden
yararlamilmigtir. Elde edilen saf haldeki bilesiklerin yapilan modern spektroskopik
yontemler (UV, IR, 1D ve 2D NMR, EIMS, ESI MS) kullamlarak aydinlatilmigtir.

Sonug olarak, Haplophyllum myrtifolium Boiss.’ten skimmianine, y-fagarine,
robustine ve dictamnine adl furokinolin alkaloitleri, ariltetralin lignan yapisinda olan
(9)-1B-polygamain ve arilnaftalen alt simifindan bir lignan olan 7-O-(3-methyl-2-
butenyl)isodaurinol adh bilegikler, ve chrysosplenetin isimli bir flavonoit elde
edilmigtir. Bilgilerimiz dahilinde, 7-O-(3-methyl-2-butenyl)isodaurinol doga igin,

flavonoit yapisindaki chrysosplenetin ise Rutaceae familyas: igin yeni bilegiklerdir. (-)-
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1B-polygamain adh lignan ile, robustine ve dictamnine adh alkaloitlerin Haplophyllum
myrtifolium Boiss. bitkisindeki varh ilk olarak bu ¢ahsma ile ortaya konulmaktadur.

. Izolasyon ve yapi taymlenne ilaveten, Haplophyllum myrtifolium Boiss.
bitkisinin ugucu bilesenlerinin tayini de ilk olarak bu galigmada yapimustrr. Bu maksatla
su distilasyonu yoh ile izole edilen ugucu yaginmn, petrol eterli- ekstresinin ve ugucu
kismmlar icerebilecefi diglniilen ana fraksiyonlardan birisinin ugucu bilegenleri GC/MS
sistemi vasitastyla tayin edilmigtir,
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SUMMARY

In this study, the combined aerial and underground parts of Haplophyllum
myrtifolium Boiss., a plant endemic to Turkey, have been thoroughly investigated for

its chemical content.

The material, initially dried at room temperature and powdered, was extracted
with ethanol. The residue obtained by the evaporation of the extraction solvent was then
taken into acid, made alkaline and extracted with chloroform to furnish the total extract.
Column chromatography was utilized for the fractionation of the total extract, while
further purifications were done by preparative thin layer chromatography and
crystallization. The structural elucidations of the pure compounds were done by modern

spectroscopic methods (UV, IR, 1D and 2D NMR, EIMS, ESI MS).

As a result, four known furoquinoline alkaloids, skimmianine, y-fagarine,
robustine and dictamnine, two lignans, (-)-1B-polygamain and 7-O-(3-methyl-2-
butenyl)isodaurinol, of the aryltetralin and arylnaphthalene subgroups of lignans,
respectively, and a flavonoid, known as crysosplenetin were obtained from
Haplophyllum myrtifolium Boiss. To our knowledge, this is the first report of 7-O-(3-

methyl-2-butenyl)isodaurinol from nature, and of chrysosplenetin from the Rutaceae
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family. Moreover, the occurrence of (-)-1B-polygamain, robustine and dictamnine are
| reported for the first time from Haplophyllum myrtifolium Boiss.

In addition to the isolation and structural elucidation studies, the volatile
components -of Haplophyllum myrtifolium Boiss. are investigated for the first time in
this study. For this purpose, the volatile compounds of the essential oil, the volatile
fractions of the petroleum ether extract and of the total extract of Haplophyllum

myrtifolium Boiss. were analyzed by GC/MS system.
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