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Galanthus plicatus Bieb. subsp. hyzantinus (Baker) D. A. Webb



I. GIRIS

Ulkemizde halk arasinda “Kardelen”, “Garipge”, “Oksiiz Ahmet”, “Aktag”,
“Boynu biikiik”, “Kargasogam™ gibi yerel isimlerle tamnmakta olan Galanthus
tirleri Amaryllidaceae familyas: iiyeleri arasinda yer alan ¢ok yillik, soganli, otsu
bitkilerdir (2, 15, 16, 169). Turkiye’de bazi Galanthus tirlerinin toprakiistii
kistmlarinin halk arasinda kalbi kuvvetlendirici, midevi ve adet soktiiriicii olarak,
toprakalt1 kisimlarinin ise taze halde iken ezilip lapa halinde hazirlanarak ¢ibanlan
olgunlagtirict olarak kullanildiklani belirtilmektedir (Z5). Ekonomik agidan ele
alindiginda, Galanthus tirlerinin soganlan iilkemizin ihrag iriinleri arasinda yer
almaktadir. Ozellikle bir kaynaga goére (16) Galanthus elwesii, bir digerine gore (88)
Galanthus elwesii Hooker fil. ve Galanthus ikariae Baker tirleri, G¢iincii bir kaynaga
gore (169) ise Galanthus elwesii ve Galanthus latifolius adh iki tiir, uzun yillardan
beri basta Hollanda olmak iizere bazi iilkelere siis bitkisi adi altinda ihrag

edilmektedir (16, 88, 169).

Galanthus tirleri kimyasal icerikleri agisindan, son yillarda potansiyel tedavi
edici 6nemleri nedeniyle ¢ok sayida aragtirmaya konu olan lektinleri diginda
Amaryllidaceae alkaloitleri adiyla bilinen alkaloitler tagpidiklan igin ilgingtirier.

Bunlar bazi kaynaklara gore izokinolin alkaloitlerinin bir grubu olarak kabul

edilmektedirler. Galanthus turleri tagidiklar: alkaloitleri bakimindan ¢ok yonlii olarak




ve oldukea fazla sayida aragtirma konusu olmuglardir. Halen de devam etmekte olan
bu aragtirmalar sonucu muhtelif Galanthus tiirlerinde varliklar1 kesinlikle saptanmg
Amaryllidaceae alkaloitlerinden 6zellikle bazilari hem yapilart ve hem de sahip
olduklann kamtlanmg ilging fizyolojik ve farmakolojik etkileri nedeniyle dikkat
cekmektedirler. Bu alkaloitlerden, tedavi degeri agisindan en énemli olanlarindan biri
galanthamine adl1 alkaloittir. Bu bilesik antikolinesteraz (18), gevsetici anestezi alan
hastalarda plazma kortizol diizeyini artinici (36) gibi degisik aktivitelere sahiptir.
Tedavide ameliyat sonras1 bagirsak-mide-mesane atonisinde, myasthenia gravis’de,
miyopati ve poliomyelitis’den sonraki semptomlarda, polinevropati, polinevrit ve
omurilik zedelenmelerinde kullamldig: birincil kaynak gostererek derleme tarzinda
hazirlanmig ikincil bir kaynakta bildirilmektedir (60). S6z konusu bu alkaloidin son
yillarda tedavi agisindan esas ilgi ¢eken yonii Alzheimer Hastalifi’ndaki
kullanihgidir. Bu konuda yogun farmakolojik ve klinik aragtirmalanin halen
sirdiirilmekte oldugu primer veya primer kaynaklara dayali sekonder bazi
kaynaklarda ifade edilmektedir (121, 122, 136). Galanthamine s6z konusu bu
aragtirmalar sonucunda baz iilkelerde ve bazi hastaliklara kargi kullamlmak iizere
onay almigtir. Ornegin Avusturya ve Almanya’da yiiz nevraljisi gibi bazi
endikasyonlara kars1 kullanildig bildirilmektedir (126). Yine bilinen bir diger husus,
etkili bilesik olarak galanthamine igeren “Nivalin” adli bir preparatin Alzheimer

Hastali§1’na kars1 kullanilmak iizere Avusturya’da onaylanmig olmasidir (126).

Galanthus tirlerinde varligi saptanmus ana alkaloitlerden bir digeri olan
lycorine’in, birkag RNA ve DNA viriisii iizerinde deneysel olarak saptanmig antiviral
etkisinin oldugu da bilinmektedir (49, 70). Omegin lycorine’in poliomyelitis,

Coxsackie B, kabakulak, Semliki Forest, Herpes Simplex Tip I viriislerini doza




bagimh olarak inhibe ettigi bildirilmigtir (69, 70, 71, 157). Ayrica lycorine ve
hippeastrine’in Herpes Simplex Tip 1 viriisiine karst da etkili olduklan
belirtilmektedir (123). Bunlarin diginda da Galanthus tiirlerinde varliy saptanmig
diger bazi Amaryllidaceae alkaloitlerinin degisik fizyolojik ve farmakolojik
aktivitelerine ait 6rnekler verilebilir. Tazettine, hippeastrine ve haemanthidine’in P-
388 murine lenfositik l¢seminin dahil oldugiu baz: tiimér sistemlerine kars: sitotoksik
aktiviteye sahip oldugu bildirilmigtir (7). Lycorine aym1 zamanda antimalaryal ve
sitotoksik aktivitelere de sahiptir (102). S6z konusu bu alkaloidin in vitro olarak
kuvvetli kardiyotonik etki gosterdigi (1), sicanlarda uterus ve bagirsak motilitesini

artirdigy in vitro olarak gosterilmigtir (128).

Daha farkh ve cesitli aktivitelere gok sayida 6rnek verilebilir. Bu ¢ok degisik
ve ilging fizyolojik ve farmakolojik etkiler yaminda, Galanthus tiirlerinin ilging ve
degisik yapilan dolayisiyla dikkat ¢ekici alkaloitlerin belirlenmesi de aragtirmacilarin
ilgisini ¢ekmektedir. Biz ozellikle biyolojik aktivite denemeleri yapabilme olanagina
sahip olmadifimiz igin konuya olanaklanimiz dahilinde izolasyon ve yapi
aydinlatmas: agisindan yaklastik. Bu nedenlerle aragtirmamizin konusu olarak
iilkemizde yabani olarak yetisen ve endemik olan Galanthus turlerinden biri olan
Galanthus plicatus Bieb. subsp. byzantinus (Baker) D. A. Webb bitkisinin Bolu
Abant Golii yakinlarindaki Ormanct evleri mevkii ve g¢evresinden toplanmig
ornekleri iizerinde alkaloitlerinin izolasyonu ve bunlarin yapilarimn modern

spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatilmasini amagladik.




II. BOTANIK BOLUM

Galanthus plicatus Bieb. subsp. byzantinus (Baker) D.A. Webb bitkisi gok
yilik sofanli bir bitki olup, Amaryllidaceae familyas: iyeleri arasinda yer
almaktadir (16, 39, 165, 169). Asagida yer alan ve bitkinin genus ve tiir seviyesinde
tamimina iligkin olarak verilen bilgiler “Flora of Turkey and the East Aegean Islands”

(39) adli kaynaktan derlenmigtir.
A. GALANTHUS L. GENUSU

Soganh, skapuslu ¢ok yillik. Yapraklar tabanda, 2, linear veya oblanseolat.
Skapus ¢igekli halde iken dik, meyva gelisim déneminde biikiilmis. Cigekler tek,
beyaz, egik. Spata bitisik 2 pargali. Hipantiyum ve korona bulunmaz. Periant
segmentleri serbest; distaki 3 segment akuttan subobtusa kadar, spatulat veya
oblanseolattan dar obovata kadar, dik-yayvan, kiigiik penge seklinde; icteki
segmentler digtaki segmentlerin 1/2’sinden 2/3’iine kadar olan uzunlukta, dik,
oblong, spatulat veya oblanseolat, emarginat, kuneat, tepede veya bazen de her
segmentin di§ yiizeyinin tabaminda yesil lekeli. Stamenler periantin tabaninda, igteki
segmentlerden daha kisa. Filamentler anterlerden ¢ok daha kisa. Anterler bazifiks,

sadece tepedeki pordan agilir. Stilus ince, anterlerden uzun, stigma kapitat. Kapsiil




elipsoid, subgloboz veya globoz, 3 gozli. Tohumlar agik kahverengi, strophiolate’dir

39).
B. GALANTHUS PLICATUS BIEB. SUBSP. BYZANTINUS

(BAKER) D.A. WEBB

G. plicatus Bieb., F1. Taur.-Cauc. 2:255 (1819) subsp. byzantinus (Baker) D.
A. Webb in Bot. J. Linn. Soc. 76:310 (1978). Syn: G. byzantinus Baker in Gard.
Chron. ser. 3, 13:226 (1893)! G. plicatus Bieb. var. byzantinus (Baker) G. Beck in
Wien. III. Gartenz. 19:57 (1894)! G. nivalis L. subsp. byzantinus (Baker) Gottlieb-
Tannenhain in Abh. Zool.-Bot. Ges. Wien 2(4):41 (1904)! Ic: Stern, Snowdrops &

Snowflakes 47, . 11 (1956). Harita 54 (39).

Sogan subglobozdan ovoide kadar degisen sekilde, 2-3 x 1.7-2 cm. Yapraklar
dar oblanseolattan lineara kadar, kenarlan tomurcukta eksplikatif (disa dogru pilili),
olgunlukta bazen biraz geriye dogru bukulmis, gigeklenme doneminde (5-)12-17(-
21) x 1-1.5 cm, olgunlukta 29-30 x 1.8(-2) cm ve dik, tepede obtus, kukuletals,
mumsu, genellikle ortadamar ust yiizeyde daha agik renkli. Skapus 9-22 cm.
Periantin di§ segmentleri konveks, eliptikten obovata kadar, (17-) 20-28 x 6-12 mm,
igteki segmentler diiz, oblong-spatulat, 8 (-10) x 4-7 mm, tabanda ve tepede yesil
lekeli, lekeler bazen ortadan birlesik. Filamentler 0.5-1 mm, anterler 6-7 mm. Kapsiil
elipsoitten subgloboza kadar, 16 x 12 mm. Cigeklenme zamam ocak-nisan. Cayirlik
alanlarda veya Abies ve Fagus orman agikliklarinda, ¢iiriimils yaprakli arazide, 45-

1100 m (39).




Endemik. Karadeniz elemani. Subsp. plicatus (Kinm ve Dogu Romanya),
yesil lekelerin i¢ segmentlerde, sadece tepede varhii ve tabanda bulunmayis1 ile
farklilik gosterir. Eldeki veriler ile iyi tanimlanamamig olan iki taksonun durumunu
belirlemek  igin, populasyon ¢aligmalarinin  yapilmasi gereklidir. Bazi
kolleksiyonlardaki rnekler (A3 Bolu: Abant Golii’niin 11 km kuzeydogusu, 1100 m,
Pasche 82-10! Bolu Da., A. Baytop (ISTE 21360)! Zonguldak: Zonguldak, Beralet-
Sazi 142!) i¢ segmentlerde dipteki yesil lekeden yoksundur. Fakat diger ozelliklerden

ise bu bolgede yetisen subsp. byzantinus materyaline benzer (39).

Al (E) Kirklareli (Demirkoy ormani, A. Baytop ISTE 27232!) ve A2 (E)
Istanbul (Belgrad ormam, A. Baytop ISTE 8591! & 21010! Brickell & Mathew
85431) populasyonlarimin G. nivalis ve G. plicatus subsp. byzantinus bitkilerinin
hibrit topluluklan oldugu ortaya ¢ikmigtir. Yapraklan dar lineardan ok dar
oblanseolata kadar olup, tomurcukta eksplikatif (diga dogru pilili) veya ara sira diiz;
i¢ periant segmentlerindeki yesil lekeler tepede ve tabanda veya sadece tepededir

(39).

Tiirkiye’nin soganli bitkileri konusunda yayinlanmig farkh bir kaynak (16),
tilkemizde mevcut olan 6 Amaryllidaceae genusu icinde digerlerinden beyaz renkli
ve sarkik gigekler tagimast ve ¢igek ortiisindeki i¢ ve dig segmentlerin esit boyda
olmamasiyla ayirdigi Galanthus genusu igin Ingilizce’den Tiirkge’ye higbir katk

yapmaksizin gevrildiginde agagidaki tanimlamaya yer vermektedir.

Bitki, 2, nadiren 3 taban yaprakl, kiigiik, soganli. Cigekler tek, egik; periant 2
siral1 6 segmentli, distaki genis olan 3 tanesi obovat, konkav, beyaz; igteki kigiik

olan 3 tane beyaz, tepede ve bazen tabanda da yesil lekeli. Anterler sari, bir koni




seklinde. Kapsil 3 gozli, ¢ok tohumlu, tohumlar globoz, siyahimsi veya

kahverengimsi.

Inceledigimiz kaynaklardan birinde iilkemizde yabani olarak yetisen
Galanthus tirlerinin sayisinin 9 oldugu belirtilmigtir (39, 40). Bir diger kaynakta
(165) Avrupa ile Akdeniz’den Kafkasya’ya kadar yaklagptk 20 tiriiniin mevcut
oldugu, tigiincii bir kaynakta ise Avrupa ile Bat1 Asya’da yayilig gosteren ve diinyada
yaklagik 20 tiirii bulunan Galanthus genusunun, Tiirkiye’de genellikle sik olmayan
ormanlik veya galiliklarda bulunan 7 tiriiniin var oldugu belirtilmektedir (16). Bu
son kaynakta yer alan tiirlerden biri olarak Galanthus byzantinus Baker asagidaki

tarifi ile verilmigtir.
Galanthus byzantinus Baker in Gard. Chron. Ser. 3, 13 : 226 (1893)

Yapraklar hafif grimsi yesil, lanseolat, kenarlan alta dogru katlanmig, 1-2.5
cm genisliginde. I¢ periant segmentleri tabanda ve tepede yesil lekeli veya hemen
hemen tamamiyle yesil. Yiiksek rakimli ormanhk veya ¢ayirlik alanlarda. Mart-

nisan. 2. ve 5. Bolgeler (endemik) (16).

Kirnm ve Romanya’daki G. plicatus M. Bieb. ile ¢ok benzerdir, fakat ig

segmentlerin sadece tepesinde yesil leke vardir. Muhtemelen 1. bélgede bulunur

(16).

Daha yakin zamanlarda “Tiurkiye Kardelenleri (Galanthus L.) 1.” adi ile
yaymlanmig farkli bir diger kaynakta (169) Tirkiye’de meveut Galanthus
taksonlarinin sayis1 20 (bunlar 7 tur ve bu tiirlere ait subsp. veya varyeteler halinde

ayrilmiglardir) olarak bildirilmistir.



Calismamiza konu olan Galanthus plicatus Bieb. subsp. byzantinus (Baker)
D.A. Webb i¢in bu kaynakta Galanthus byzantinus Baker subsp. byzantinus Baker
ad1 benimsenmig ve bizim kullandifimiz ismin sinonim oldugu belirtilmigtir. Aynt
kaynakta konumuz olan Galanthus tiri igin Tirk¢e ve Almanca olarak yazilmig

detayl bir tamim da yer almgtir.

Sonu¢ olarak, Tirkiye’de yetisen Galanthus tirleri {izerinde morfolojik
olarak kesin yargilara varmak kolay gozikmemektedir. Ele aldigimiz bu son
kaynakta (169) Tirkiye’de yayilis gosteren tiim Galanthus taksonlar iizerinde
karyolojik aragtirmalar yapilamamig olmasina ragmen, Kirim’da yetisen Galanthus
plicatus Bieb. ile Galanthus byzantinus Baker’in 2n=24 kromozomlu diploid formlar
olduklan literatiir gosterilerek bildirilmigtir. Ayrica Istanbul Yalova’dan temin
edilmig bir materyalin kokucu ezme preparatinda gergeklestirilen kromozom sayimi

sonucu da verilmigtir. Buna gore, bu 6rnekte de 2n=24 bulunmustur.




III. KIMYASAL BOLUM

A. TEORIK KISIM

Galanthus tirlerinin sahip olduklani Amaryllidaceae alkaloitleri adindan da
anlagilacag1 gibi bir familyaya ozel alkaloitlerdir. Ulkemizde 8 (39) genusu ve bu
genuslara dahil yaklagik 30 tiirii bulunan (39, 40) Amaryllidaceae familyas: diinyada
85 genus ve yine yaklagik 1100 tiir ile temsil edilmektedir (765). Bu familyaya dahil
birgok tirde varligi saptannms olan 200 civarinda Amaryllidaceae alkaloidi
bilinmektedir. (67). Ilging yapilari yaninda biyojenezleri ve 6zellikle de biyolojik
aktiviteleri ile dikkat g¢eken bu alkaloitler hakkinda derleme geklinde yapilmig ve
ikincil kaynak degeri tagtyan birgok yaymm mevcuttur. Omegin “The Alkaloids
Chemistry and Pharmacology” adi altinda yayinlanmakta olan bir seri kitabin 2., 6.,
11, 15., 30. ve 51. voliimlerinde Amaryllidaceae alkaloitleri hakkinda derlemeler
yaymlanmstir (33, 48, 67, 104, 162, 163). Bunlardan 1998 yilinda yayinlanmus
olanina (67), gore Amaryllidaceae alkaloitleri kimyasal yapilarina gore baslica
lycorine, crinine, narciclasine, galanthamine, tazettine, lycorenine ve montanine adi
altinda 7 degisik alt grupta toplanmustir. Bu 7 alt grup diginda aym kaynakta
Sceletium alkaloitleri (Aizoaceae)’'nden olan ve bazi Amaryllidaceae familyas:
bitkilerinde bulunmug olan mesembrine tip alkaloitler de farkli bir grup olarak yer

almaktadir. Amaryllidaceae ve Scelefium alkaloitlerinin ortak biyojenetik
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prekiirsorleri olmasina ragmen yapilan daha ileri aragtirmalanin bu iki alkaloit
sinffimin  biyosentezlerinin temelde farkli oldugunu ortaya koydugu literatiir de
verilerek belirtilmektedir. Ayrica yine ayni kaynakta ayri bir grup olarak digerleri
adi altinda pallidiflorine, obesine, augustamine, phenanthridine, 4-
aryltetrahydroisoquinoline ve joubertiamine tip alkaloitler incelenmektedir. S6z
konusu 7 alt gruba ait temel halka yapilann ve mevcut oldugu takdirde Galanthus
tirlerinden izole ediimig bir alkaloit de 6rnek olarak verilmek tzere bir tablo halinde

18. ve 19. sayfalarda gosterilmistir (Table 1).

Bunun disinda giivenilir ve ikincil kaynak degeri tagiyan bir diger derlemeler
serisi de 13 cilt halinde yaymnlanmis olan “The Alkaloids Specialist Periodical
Reports™ ile baglayip 1984 yilindan beri “Natural Product Reports” ile devam eden
periyodik bir serinin muhteiif sayilarinda yayinlanmaktadir (55, 56, 57, 58, 94, 95,
96, 97, 98, 99, 100, 101). Amaryllidaceae alkaloitlerinin farkli 6zellikleri nedeniyle
yer aldiklan baska derleme tiri yaymnlar da mevcuttur. Omegin bunlarin
farmakolojik aktivitelerini konu alan baz ikincil kaynak degerinde derleme tiirii
yaymlar bulunmaktadir (17, 34, 51, 60, 115, 135). Aynca bu alkaloitlerin

biyojenezleri ile ilgili ikincil kaynak degerindeki derlemeler de mevcuttur (34, 38).

Diinyada Avrupa’dan Bati1 Asya’ya kadar yayilig gosteren yaklagik 20 tiirii
bulunan (16) Galanthus genusu bitkileri 6zellikle alkaloit muhtevalan agisindan pek
¢ok arastrmaya konu olmustur. Primer kaynak degeri tastyan ve Galanthus
turlerinden birinin fitokimyasal agidan aragtinimasini konu alan ilk yayin L. Ya.
Areshkina tarafindan 1940 yilinda yapilmstir. Galanthus woronowii tiriiniin bir
omegi Uzerinde gerceklestirilen bu caligmada bitkinin toprakalti ve toprakiistii

kisimlarinda total alkaloit miktan incelenmis ve sirasiyla % 1.03 ve % 0.60 oraninda
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alkaloit icerdikleri saptanmugtir. Incelenen 6rnekten bunun disinda yiiksek verimde
seker, nigsasta ve hemiseliiloz elde edildigi de belirtilmigtir (8). Alkaloitlerin
izolasyonuna ve yapilarinin aydinlatimasina yonelik olmayan bu aragtirma
Galanthus turlerinden biri Gizerinde gerceklestirilmis ilk fitokimyasal aragtirma

olmasindan bahsedegerdir.

Alkaloitlerin izolasyonuna yonelik ilk aragtirmanin sonuglant 1947°de
yaymlanmgtir (117). N. F. Proskurnina ve L. Ya. Areshkina adli aragtiricilar
tarafindan yine Galanthus woronowii’nin kurutulmug ve toz edilmis soganlan
iizerinde gergeklestirilen bu arastirmada galanthine ve galanthidine adli iki yeni
alkaloidin izolasyonu rapor edilmigtir. Bunlardan galanthidine’in bugiin lycorine ad:

ile bildigimiz alkaloidin sinonimi oldugu belirtilmelidir (131).

Alkaloit muhtevas: agisindan incelenmis Galanthus tiirleri ile bunlarda varligi
saptanmig alkaloitleri gosteren ve ikincil kaynak degeri tastyan “The Alkaloids
Chemistry and Pharmacology” adli bir seri kitapta yer almiy derleme tiirii yazilardan
hazirladigimiz bir liste (Tablo 2) 20. sayfada yer almaktadir. Bu tabloyu hazirlarken

saptamig oldugumuz bazi hususlan belirtmek gereklidir.

1. W. C. Wildman’in 1960 yilinda yaymlanmig olan derlemesinde Galanthus
woronowii olmast gereken bitki dogru bir sekilde yazilmig, ancak otor adi olarak
Losinsk kullanilmigtir (162). Yine W. C. Wildman’in 1968 yilinda ve C. Fuganti’nin
1975 yilinda yayinladigi Amaryllidaceae derlemelerinde Galanthus woronovii
Losinsk. olarak belirtilmigtir (48, 163). Gergekte bu tir Galanthus Woronowii A.
Los.’dur. Zira “Flora URSS” de boyle belirtilmigtir (85). Ancak biz tezimizde bu

tiire Galanthus woronowii A. Los. olarak yer verdik. W. C. Wildman’in 1968 yilinda

- oM & T
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yayinlanan derlemesinde yazar makalenin aslim gormemis, onun abstraktim
goérmiigtiir. S6z konusu bu abstraktta bitki adi Galanthus woronowii olarak gegmekte,
otor adi ise belirtilmemektedir. O halde bu derleme yazari, hem otor ismini kendi

ilave etmis ve hem de bitkinin adinda bir harf hatas1 yapmgtir (163).

2. W. C. Wildman’mn 1960 yilinda yayinlanan derlemesinde (162) Galanthus
nivalis L. adh tirde varhf belirtilen nivaline, galanthamine adli alkaloidin

sinonimidir (131).

3. W. C. Wildman, 1968 yilinda yayinladig1 derlemede Galanthus nivalis var.
gracilis L. olarak bir Galanthus tiiriine yer vermigtir. Bu isim abstraktta yazildig: gibi

alinmgtir (163).

4. Aym derlemede (163) Galanthus woronowii bitkisinde galanthamine,
galanthine ve tazettine adli G¢ alkaloidin varligina yer verilmesine ramen biz
derleme yazarimin da belirttidi primer kaynakta (167) soz konusu galigmada
galanthine ve tazettine adli alkaloitlerin rapor edildigini gérdilk. Buna kargilik,
lycorine ve galanthamine A. P. Yakovleva’mn N. F. Proskurnina ile birlikte
yaptiklari 6nceki bir yayinda (118) soz konusu edilmiglerdir. A. P. Yakovleva’nin tek

basina yapmus oldugu ikinci yaym (167) bu ¢alismanin devamu niteligindedir.

5. 1975 yilinda C. Fuganti’nin yayinladif: derlemede, Galanthus caucasicus
Baker turiinden bahsedilmektedir (48). “Flora URSS” ye goére bunun dogrusu
Galanthus caucasicus (Baker) Grossh. olmalidir (85). Ayrica yazarin alint1 yaptig 3
abstraktta da otor adi belirtilmemistir. Buna ilaveten, yazar bu bitki icin Galanthus

nivalis h. seklinde bir sinonimden bahsetmektedir. Bunun nereden kaynaklandig:
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tarafimizdan degerlendirilememigtir. Zira “Flora URSS” de ancak Galanthus nivalis

var. caucasicus Baker adi sinonim olarak bildirilmektedir (85).

6. Aym derlemede Galanthus krasnovii Khokhr. adh tiire yer verilmigtir (48).
“Flora of Turkey and the East Aegean Islands” adh kitapta bu bitki igin Galanthus
krasnovii A. Khokr. ad1 benimsenmistir (39). Yine aymi derlemede (48) yazarin
primer kaynaga dayanarak bu tirde (Galanthus krasnovii Khokhr.) lycorine’in
varhigimn rapor edildiini saptadifi goriilmektedir. Birincil kaynafi gérememis
olmamiza ragmen bu kaynagin Chemical Abstracts’daki ozetinde lycorine adi hig
gegmemekte, buna karsihk galanthamine’den bahsedilmektedir. Durumun primer

literatiir bulunarak aydinlatimas: gerekir (11).

7. S. F. Martin’in 1987 yihnda yayinlamig oldugu derlemede (104) bazi
Amaryllidaceae bitkilerinde ve bu arada bazi Galanthus tiirlerinde gergeklestirilmis
galanthamine muhtevasi ile ilgili galigmalara dayanilarak bazi Galanthus tirlerinde
galanthamine varhfina yer verilmistir. Derlemeyi yapan yazarin inceledigi primer
kaynaklarda (29, 30, 54, 87) ozetle Galanthus woronowii, Galanthus nivalis,
Galanthus nivalis subsp. angustifolius, Galanthus elwesii ve Galanthus nivalis var.
gracilis adh bitki isimlerine rastlanmaktadir. Derlemesinde ise galanthamine kaynag
olarak Galanthus elwesii, Galanthus nivalis var. gracilis, Galanthus woronowii ve

Galanthus nivalis (augustifolius) tiirlerine yer vermigtir.

8. 1998 yilinda O. Hoshino tarafindan yayinlanmig olan derlemede (67)
Galanthus elwesii’de bulundugu belirtilen alkaloitler arasinda yer alan 9-O-
demethylgalwesine (91) adh alkaloidin adi 9-O-demethylgalwesie olarak yer

almgtir.
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Ayrica, alkaloit igerigi aragtinimig gesitli Galanthus tirleri ve bunlarda
varliklan saptanmig olan alkaloitlerin belirtildigi ikincil kaynak degerindeki
“Dictionary of Alkaloids” adli kitaptan yararlanarak hazirlanmig bir liste ise (Tablo
3) 21. sayfadadir (132). Bu derlemede yer alan Galanthus voronovii ve Galanthus
voronvij adlarnn incelenen kaynaklarda bitkinin adinin muhtemelen yanlhg
yazilmasindan veya derleyicilerin yanligindan kaynaklanmugtir. Her ikisi de ayn tiir

olup, dogru tiir adi Galanthus woronowii seklinde yazilmalidir (132).

Chemical Abstracts taramalar: sonucu elde ettigimiz abstraktlar ve bunlardan
hareketle elde edebildigimiz birincil kaynaklara dayanarak Chemical Abstracts’larin
129. voliimiiniin sonuna kadar olmak kaydiyla alkaloit igerikleri bakimindan
izolasyon ve yap: aydinlatma agisindan incelenen Galanthus tirleri ve bu tiirlerden
elde edilen alkaloitler ile bunlarin dahil olduklan alkaloit alt gruplan birincil literatiir
belirtilerek bir tablo halinde derlenmis ve bu tabloya (Table 4) 22. ve 23. sayfalarda
yer verilmistir. Bu derlemede yer alan bitkiler esas olarak tiir seviyesinde ele
ahnmuslardir. Ancak ayn tiir altinda bu tiirlere ait varyete veya alttiirler ile bunlarin

sinonimlerine de yer verilmigtir. Buna gére;

1. Galanthus caucasicus (Baker) Grossh. adi altinda Galanthus caucasicus

ve Galanthus caucasicus (Bak.) Grossh.

2. Galanthus elwesii Hooker fil. ad1 altinda Galanthus elwesii Hook. var.

elwesii, Galanthus elwesii Hook. f. ve Galanthus elwesii Hook.

3. Galanthus ikariae Baker adi altinda Galanthus ikariae ssp. latifolius

Stern

4. Galanthus krasnovii A. Khokr. ad1 altinda Galanthus krasnovii
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5. Galanthus nivalis L. ad1 altinda Galanthus nivalis, Galanthus nivalis L.
subsp. angustifolius (G. Koss.) Artjushenko, Galanthus nivalis L. var. gracilis
(Celak), Galanthus nivalis var. gracilis (Celak), Galanthus nivalis var. gracilis ve

Galanthus nivalis L. ssp. nivalis

6. Galanthus plicatus Bieb. adi altinda Galanthus plicatus Bieb. subsp.
byzantinus (Baker) D. A. Webb, Galanthus plicatus M.B. ve Galanthus plicatus ssp.

byzantinus

7. Galanthus woronowii A. Los. adi altinda Galanthus woronowii,
Galanthus woronovi ve Galanthus woronowi seklinde yazilmis olan bitkiler
incelenmigtir. Galanthus woronovi ve Galanthus woronowi geklinde yazilan tiirler
Chemical Abstracts’da ve makalelerde yanhs yazilmigtir. Bu tiir esasen Galanthus

woronowii’dir.

Buna ilaveten, tarafimizdan hazirlanmig bu derlemede (Tablo 4) Galanthus
ikariae Baker adi1 altinda dizenlenen bolimde incelenen Galanthus ikariae ssp.
latifolius Stern “Flora of Turkey and the East Aegean Islands” adli kaynakta
Galanthus  platyphyllus Traub & Moldenke bitkisinin sinonimi olarak

gosterilmektedir (39).

Tabloda yer verilen demethylhomolycorine’in 9 veya 10-O-
demethylhomolycorine oldugu birincil kaynakta bildirilmedigi i¢in ayrica

belirtilmigtir.

Galanthus tirlerinin alkaloitleri iizerinde fitokimyasal agidan yapilan bir
diger grup ¢aliyma bu tiirlere ait geysitli alkaloitlerin kromatografik olarak veya renk

reaksiyonlar: yardimiyla belirlenmelerine, alkaloitlerin bazilarinin veya bitkilere ait
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orneklerin total alkaloit miktarlarinin degisik yontemlerle tayinlerinin yapilmalarina

yoneliktir (8, 27, 30, 45, 54, 86, 87, 106, 158, 159, 170, 171).

Tarafimizdan incelenen kaynaklarda bahsedeger bir diger grup caligmada
galanthamine’in degisik Galanthus turlerinden iretimine ait bulgular verilmektedir

9, 31, 112).

Buna ilaveten, Galanthus tirlerinin morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerinin,
bunlarin kisa dayanikli olmalaninin, alkaloitlerinin ve ayrica galanthamine’in tibbi
etki mekanizmasimin tartigildis bir derleme tiirii yayin (127) ile galanthamine’in
farkli bitkisel kaynaklar ve ayrica degisik Galanthus tirlerinde bulunuglarim

inceleyen bir bagka derleme tiirii yayin mevcuttur (29).

Mubhtelif Galanthus tiirlerinden izole edilmig, Ry degerleri veya bazi fiziksel
ya da spektral 6zellikleri belirlendigi halde yapilan kesinlikle aydinlatilamamig baz
alkaloitleri rapor eden aragtirmalar da vardir (11, 20, 27, 75, 76, 77, 93, 118, 120,

142, 143, 147, 158, 159, 170, 171).

Buna ilaveten, izolasyonu yapildig: halde, yapilari bilinemeyen alkaloitlerin
daha sonradan yapilarimin aydinlatilabilmesi igin baz miistakil aragtirmalar da

yapiimistir (83, 116, 119).

Galanthus turleri, alkaloitleri diginda, fitokimyasal agidan, basta son yillarda
yogun bir sekilde siirdiiriilmekte olan lektin muhtevalari olmak izere;
karbonhidratlar, flavonozitler, yag asitleri ve pigmentler gibi degisik igerik maddeleri
bakimindan da birgok aragtirmamn konusu olmaktadir. Ancak burada bazilarina yer
verilmistir (47, 52, 59, 63, 66, 74, 89, 90, 111, 129, 139, 144, 151, 152, 153, 166).

Bunlarin disinda doku kiiltiirii esasli baz1 aragtirma sonuglar da meveuttur (53, 105).
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Ancak aragtirma konumuz Galanthus alkaloitleri ile smirh oldugu icin bunlar

hakkinda daha detayl bilgi verilmemisgtir.

Tezimizin konusunu olusturan Galanthus plicatus Bieb. subsp. byzantinus
(Baker) D. A. Webb bitkisinin alkaloitlerinin izolasyonu ve yapilannin
aydinlatilmasina yonelik ii¢ adet aragtirma mevcuttur. S6z konusu aragtirmalardan
ilkinde ismine, 3-epimacronine ve tazettine adli ii¢ alkaloit elde edilmis ve bunlarin
yapilan modern spektroskopik yontemlerle ve X-ray kristallografisinden
yararlamlarak aydinlatilmigtir (4). Ikincisinde yine tazettine ve 3-epimacronine adh
bilesikler tizerinde yapilan X-ray kristallografisi ¢aligmalari rapor edilmistir (103).
Ugiinciisiinde ise 11-acetoxygraciline’in izolasyon ve yapi aydinlatitmasi yapilmustir
(110). Kaynak aragtirmalanmiz sirasinda rastladifimiz bir diger bulgu, Eski
Sovyetler Birligi’nin Moldovya bolgesinden Kochuliya koyii civart yakinlarindan
temin edilen Galanthus plicatus M. B. bitkisi iizerinde yapilan aragtirmadir (154). Bu
aragtirmada, bitkinin toprakiisti kisimlarinda evvelce Ungernia trisphaera
Bunge’den elde edilmis olan (6) trisphaeridine adh optikge inaktif bir alkaloidin
bulundugu rapor edilmistir. Ancak bu sonug yani Galanthus plicatus M. B. bitkisinde
trisphaeridine varlifim belirten higbir ifade ikincil kaynak degerindeki

Amaryllidaceae derlemelerinde yer almamgtir.
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L. Crinine Tip (5,10b-Ethanophenanthridine Tip)

A. (+)-Crinine Tip

R= OMe Ornek: Haemanthamine

B. (-)-Crinine Tip

R'= H
R:= H Ornek: Elwesine
R= OH

I1. Galanthamine Tip (Dibenzofurane Tip)
R'= OMe
R*= OH Ornek: Galanthamine
R'= H

R1

I1. Lycorenine Tip (2-Benzopyrano[3,4glindole Tip)
R'=R*>= OCH,O
R*=R*= O Ornek: Hippeastrine
R= OH R!

R2

Rg oi,,,R4

‘Tablo I: Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Yedi Alt Grubu
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IV. Lycorine Tip (4,5-Ethanophenanthridine Tip)

R4

R'=R*>= OCH,0
R*=R*= OH Ornek:  Lycorine

R*=R®=  ¢ifie bag 'R2

R‘

V. Montanine Tip(Methanomorphanthridine Tip)
Ornek: -

V1. Narciclasine Tip (Phenanthridone Tip)

R= OH Ornek: Narciclasine (;)H
X OH
- OH
< NH
0]

VII. Tazettine Tip (2-Benzopyrano[3,4clindole Tip)
R'= OMe
R*= H Ornek: Tazettine

Tablo 1’in Devami, Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Yedi Alt Grubu
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Bitki Ad1 Alkaloit Ad: Literatiir No
Base mp 214°
Demethylhomolycorine
Galanthus caucasicus Baker Galanthamine
(Galanthus nivalis h.) Galanthine 48
Galanthusine
Lycorine
Tazettine
N-Demethylgalanthamine 67
9-O-Demethylgalwesic 67
9-0O-Demethylhomolycorine 67
Elwesine 163
Flexinine 163
Galanthamine 67, 104, 162, 163
Galanthine 67
Galasine 67
Galanthus elwesii Hook. f. Galwesine 67
(Galanthus elwesii) Haemanthamine 162
16-Hydroxy-9-O-demethylgalwesine 67
16-Hydroxygalwesine 67
11-Hydroxyvittatine 67
Leucotamine 67
Lycorine 67, 162, 163
5-Methoxy-9-O-demethylhomolycorine 67
Narwedine 67
Sanguinine 67
Tazettine 162, 163
Galanthus krasnovii Khokhr, Lycorine 48
Criwelline 163
Galanthamine 48, 163
Haemanthidine 163
Hippeastrine 48, 163
Lycorine 48, 162, 163
Galanthus nivalis L. Magnarcine 163
Masonine 163
Nartazine 163
Narwedine 48, 163
Nivalidine 48
Nivaline 162
Tazettine 48,162,163
Galanthus nivalis (augustifolius) | Galanthamine 104
Galanthus nivalis var. gracilisL. | Galanthamine 104, 163
(Galanthus nivalis var. gracilis)
Total alkaloit 33
Galanthus woronowii Losinsk Galanthamidine 162
(Galanthus woronowii) Galanthamine 48, 104, 162, 163
(Galanthus woronovii Losinsk.) Galanthidine 48
Galanthine 48, 162, 163
Lycorine 162
Tazettine 163

Tablo 2. “The Alkaloids” Adh Ikincil Bir Seri Kaynaga Gore (33, 48, 67, 104, 162,
163) Alkaloitleri Agisindan Arastinlmig Galanthus Turleri ve Bunlarda Varlig
Saptannmig Amaryllidaceae Alkaloitleri
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Bitki Ads Alkaloit Adi
Galanthus caucasicus Alkaloit, A-00293
Galanthusine
Galanthus elwesii Elwesine; (-)-form

Criwelline; (+)-form
Magnarcine
Galanthus nivalis Masonine

Nartazine
Narwedine; (+)-form

Nivalidine

Galanthus voronovii Galanthamidine

Galanthamine; (-)-form

Galanthus voronvii Galanthine

Tablo 3. "Dictionary of Alkaloids" Adli Kaynaga Gore (132) Alkaloitleri Agisindan
Arastinlmis Galanthus Tirleri ve Bunlarda Varlig1 Saptanmig Amaryllidaceae
Alkaloitleri
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B. PRATIK KISIM

1. MATERYAL

Bu aragtirmaya konu olan Galanthus plicatus Bieb. subsp. byzantinus (Baker)
D. A. Webb bitkisine ait materyal, bitki ¢igekli halde iken 6.4.1995 tarihinde Bolu
ilimizin Abant Golii yakinlarindaki Ormanci evleri mevkii ve gevresinden (1350-
1400 m) toplanarak olugturulmugtur. Toplanan bitkilerden hazirlanan herbaryum
omeklerinin tayini, E. U. Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali’nda
yaptlmistir.* S6z konusu materyalden hazirlanmig herbaryum 6rnekleri halen E. U.
Eczacihik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali Herbaryumunda 1194 numara ile

saklanmaktadir.

Toplanan bitkisel materyal, toprakalt: ve toprakiistii kisimlart aynimaksizin
kiiciik parcalar halinde kesilip oda sicakliginda, agik havada ve golgede

kurutulduktan sonra Retsch marka degirmende orta incelikte toz haline getirilmigtir.
2. YONTEMLER
a. Alkaloitlerin Tiketilmesi ve Ayrilmas

Orta incelikte toz haline getirilmis olan materyal, % 96’lik etanol ile tiketme
sivisi Dragendorff (107) ve Mayer (42) belirteglerine reaksiyon vermeyinceye kadar

oda  sicakbfinda  perkole edildi. Etanolli  ¢bzelti algak  basing

*Bitkisel 6rneklerin tayini E. U. Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim

Dali 6gretim iiyesi Dog. Dr. M. Ali ONUR tarafindan yapilmigtir.
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altinda kuruluga kadar distillendikten sonra elde edilen bakiye, % 2’lik hidroklorik
asidin sulu g¢ozeltisinde ¢ozindiirilldii, ¢6ziinmeyen kisimlar siizge¢ kagidindan
siiziilerek aynildi. Bu isleme sulu asitli ¢ozelti kiigiik miktarlar halinde ilave edilip,
siizmek suretiyle ve siiziintii Dragendorff ile Mayer belirteglerine karsi olumsuz
sonug verinceye kadar devam edildi. Sonugta elde edilen biitiin asitli gozeltiler
birlestirilip, % 25°’lik amonyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH 9-10 oluncaya kadar
baziklestirildi. Sulu alkali ¢ézelti yine Dragendorff ve Mayer belirteglerine karg:
olumlu yamt vermeyinceye kadar kloroformla tiiketildi. Elde edilen kloroformlu
kisimlar birlestirildi. Susuz sodyum siilfat kullanilarak suyundan kurtarildiktan sonra
stizildii ve kloroform algak basing altinda kuruluga kadar distillendi. Bundan sonraki
caligmalar, yukarida belirtilen sekilde elde edilen total alkaloit ekstresi iizerinden

yuritildi.
b. Alkaloitlerin Ince Tabaka Kromatografisi (1.T K.) Ile incelenmesi

Ince tabaka kromatografisi yonteminden, siitun kromatografisi galigmalan
sirasinda kazamlan fraksiyonlanin incelenerek benzer olanlarimn birlestirilmesi
amact yanmnda, gerek preparatif ince tabaka ve vakum uygulamali siitun
kromatografileri i¢in uygun ¢6zicii sistemlerinin gelistirilebilmesi ve gerekse izole
edilip saflagtinlan bilesiklerin safliklarimin  kontrolii gibi degisik amaglarla
yararlanildi. . T K. galigmalarinda 0.25 mm adsorban tabakas: kalinhiginda ve 20x20
cm boyutlarindaki Silica gel 60F;s4 (Merck 5715) hazir cam kromatografi plaklari
kullamldi. Calismalar oda sicakhiginda gerceklestirildi. Ornekler kromatografi
plaklarina, genellikle kloroform:metanol (80:20) ¢ozicii sistemindeki deneysel
olarak saptanmis uygun konsantrasyondaki gozeltileri halinde tatbik edildi. Céziicii

sistemleri, plaklarda 15-18 cm arasinda yiikseltildi.
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Ince tabaka kromatografisinde yararlamlan ¢oziicii sistemleri agagida

belirtilmistir.

Sistem No Cozticii Sistemi

VI

X1l

XIII

Xiv

XVII

n-Hekzan:Benzen: Aseton (50:45:5)
n-Hekzan:Etil asetat:Metanol (80:15:5)
n-Hekzan:Etil asetat:Metanol (70:20:10)
n-Hekzan:Etil asetat (70:30)
n-Hekzan:Etil asetat (60:40)
n-Hekzan:Etil asetat (50:50)
n-Hekzan:Etil asetat:Metanol (45:45:10)
Benzen:Etil asetat:Etanol (80:15:5)

Benzen:Kloroform:Metanol:% 25°lik Amonyum hidroksit (70:20:10:10
damla)

n-Hekzan:Etil asetat: Aseton (60:30:10)

Benzen:Etil asetat (80:20)

n-Hekzan:Kloroform:Dietilamin (50:40:10)

Benzen:Etil asetat:Etanol (80:10:10; Amonyak buhari ile doyuruldu)
Benzen:Etil asetat:Etanol (80:15:5; Amonyak buharn ile doyuruldu)
Benzen:Kloroform:Dietilamin (60:30:10)

Benzen:Etil asetat: Aseton (90:5:5; Amonyak buhar ile doyuruldu)

Benzen:Kloroform:Metanol (70:20:10; Amonyak buhart ile doyuruldu)
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XVIIIT  Benzen:Kloroform (80:20, Amonyak buhan ile doyuruldu)

XIX Siklohekzan:Dietilamin (90:10)
XX Benzen:Kloroform:Metanol: Dietilamin (55:30:5:10)

XX1 Benzen:Kloroform:Metanol (60:35:5; Amonyak buhar ile doyuruldu)

Alkaloit lekelerinin belirlenmesi igin, plaklar 6nce 254 nm ve 366 nm dalga
boyundaki UV igiklar altinda incelendi ve daha sonra Dragendorff (107) piiskiirtme

belirtecinden yararlamlidi.

Dragendorff Belirteci :

Cozelti A: 0.85 g bazik bizmut nitratin 10 ml asetik asit ve 40 ml sudaki

cozeltisi

Cozelti B: 8 g potasyum iyodiiriin 20 ml sudaki ¢ozeltisi

Piskiirtme belirteci olarak, A ve B ¢o6zeltilerinden egit hacimde
kanstirildiktan sonra bu kanigimin 1 ml’sinin 2 ml glasiyal asetik asit ve 10 ml su ile

kangtirilmasiyla elde edilen ¢ozelti kullanildi.

c. Alkaloitlerin Saflagtirilmalar:

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

de yararlanildi.
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1° Siitun Kromatografisi

Bu yontemden, gerek total alkaloit ekstresinin fraksiyonlandirnilarak
birlestirilmis ana fraksiyonlarin elde edilmesi sirasinda ve gerekse elde edilen bu ana

fraksiyonlarin daha ileri fraksiyonlandirilmasinda yararlamidi.

Siitun kromatografisinde adsorban olarak, ana fraksiyonlarin elde edilmeleri
sirasinda Silica gel 60 (70-230 Mesh) (Merck 7734) ve ana fraksiyonlarin daha ileri
fraksiyonlandinimasinda  uyguladifimiz  preparatif  situn  kromatografisi
caligmalaninda ise Silica gel H (Type 60) (5-40 um) (Merck 7736) kullamildi.
Ayinma tabi tutulan ekstrelerin, ana fraksiyonlarin ya da ara fraksiyonlann 1 g’1 igin
genellikle 40-50 g adsorban ve bu miktarlara uygun boyutlara sahip cam siitunlar
yaninda vakum uygulanabilecek gekilde dizayn edilmis cam siitunlar da kullamldi.
Fraksiyonlarina aynilacak alkaloit ekstreleri, Silica gel 60 (70-230 Mesh) (Merck
7734) adsorbana emdirilmek suretiyle, kat1 halde tatbik edildi. Ana fraksiyonlarin

elde edilmesi sirasinda, asagida belirtilen ¢éziich sistemlerinden yararlanildi.

Sistem No Coziici Sistemi
XXil Kloroform
XXII1 Kloroform:Metanol (99:1)
XX1v Kloroform:Metanol (97.5:2.5)
XXV Kloroform:Metanol (95:5)
XXVI Kloroform:Metanol (90:10)

XXVII Kloroform:Metanol (80:20)
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2° Preparatif Ince Tabaka Kromatografisi

Preparatif ince tabaka kromatografisinde, Silica gel 60 G (Merck 7731) ve
Silica gel 60 HF;s4 (Merck 7739) kullanilarak, tarafimizdan hazirlanmis 0.50 mm
adsorban tabakasi kalinliginda ve 20x20 cm boyutlarindaki cam plaklardan veya 0.25
mm adsorban tabakas: kalinliginda ve 10x20 cm boyutlarindaki Silica gel 60 Fjsq
(Merck 5715) ile 0.50 mm adsorban tabakasi kalinliginda 10x20 cm ve 20x20 cm

boyutlarindaki Silica gel 60 F,s4 (Merck 5744) hazir cam plaklardan yararlamldi.

Coziicii sistemi olarak, ince tabaka kromatografisinde yapilan on denemeler
sonucunda en iyi sonug¢ veren ¢ozicii sistemleri kullanildi. Coziicii sistemleri,
plaklarda tek developman yapilan kromatografilerde 15 cm, iki developman yapilan
kromatografilerde 6nce 15 cm ve daha sonra 18 cm olacak sekilde yiikseltildi.
Bantlarin belirlenmesi 254 nm ve 366 nm dalga boylarindaki UV 11k altinda
incelemek ve daha sonra plagin yan tarafina ¢ok ince bir kisma Dragendorff
plskiirtme belirteci uygulamak suretiyle yapildi. Kazinan bantlar kloroform: metanol
(80:20) kangimiyla eliie edildi. Bilesikler ¢oziiciiniin algak basing altinda

distillenmesiyle amorf halde elde edildiler.

3° Kristallendirme

Fraksiyonlarin saflagtirilmalarinda gerektiginde kristallendirme isleminden de
yararlanilldi. Oda sicakhiginda veya gerektiginde buzdolabinda bekletmek suretiyle
olusturulan kristaller, ana kristalizasyon sivisindan arindirild: ve iyi ¢oziinmedikleri
bazi ¢oziciilerle yikanarak temizlendi. Daha biiyiik ve temiz kristaller elde etmek

amaciyla gerektiginde kristalizasyon islemi tekrarland:.
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d. Elde Edilen Saf Alkaloitlerin Taninmasi

Kromatografik saflikta elde edilen alkaloitlerin yapilarimt aydinlatmak igin
degisik spekroskopik yontemlerden (UV, IR, 'H, C ve 2D NMR, DEPT, EI Kiitle,
CI Kiitle ve ESI Kiitle, CD gibi) yararlamildi. Bunun diginda alkaloitlerin spesifik
optik ¢evirmeleri (op) de Olguldi.  Bilegiklerin  yapilan  spektrumiarin
degerlendirilmesi ile elde edilen veriler yardimiyla aydinlatildi. Bilinen bilesikler
i¢in eldeki veriler, literatiirdeki degerler ile kargilagtinldi. Yap1 aydinlatmasinda
yararlamlan yontemlerde kullamlan cihazlara ait teknik bilgiler, asagida

verilmektedir.

Optik Cevirme: Maddelerin optik ¢evirme olgiileri, Perkin-Elmer 241

polarimetresinde yapildi. -

IR Spektrumlari: IR  spektrumlan, Perkin-Elmer 297 Infrared

spektrometresinde, maddelerin spektral safliktaki kloroform i¢inde wuygun

konsantrasyondaki ¢ozeltileri veya potasyum bromur pelletleri hazirlanarak alindi.

UV _Spektrumlan: UV spektrumlari, Perkin-Elmer 555 veya Shimadzu UV-

160A spektrometrelerinde, 1 cm’lik kuvartz kiivetlerde maddelerin metanoldeki %
0.01lik g¢ozeltileri kullamlarak alindi. Alkaloitlerin gerektiginde alkali ve asit
ortamdaki spektrumlar: kiivetteki ¢ozeltiye sirasiyla % 1’lik sodyum hidroksit ile %

1I’lik hidroklorik asit sulu gozeltileri ilave edilerek alind1.

NMR Spektrumlari: 'H ve C NMR ile DEPT spektrumlari, Bruker ARX-

300, Bruker AMX-600 ve DRX-500 spektrometrelerinde, 2D NMR spektrumlar
('H, '"H DQF-COSY, TOCSY, HSQC, HMBC, NOESY) da Bruker AMX-600,

DRX-500 ve DRX-600 spektrometrelerinde alindi. Spektrumlarinin alinmasinda
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bilesiklerin CDCl; veya CD;0D’deki gozeltilerinden yararlanildi. Gerektiginde D,O

kullanild:.

Kiitle Spektrumlar:: EI Kiitle spektrumlari, Finnigan MAT SSQ 700, CI
Kiitle spektrumlart Finnigan MAT 90 ve ESI Kiitle spektrumlan ise Finnigan MAT

TSQ 700 spektrometrelerinde alindi.

CD_ Spektrumlari: Bu maksatla bilesiklerin metanol igindeki uygun

konsantrasyondaki ¢ozeltileri kullanilarak Jasco J-715 spektropolarimetresinden

yararlamldi.

3. DENEYLER

a. Total Alkaloit Ekstresinin Hazirlanmasi

Orta incelikte toz edilmis 3700 g materyal, oda sicakliginda yaklagik 80 1 %
96’hik etanolle, tiketme sivisi Dragendorff ve Mayer belirteclerine karst olumlu
reaksiyon vermeyinceye kadar tiiketildi. Etanollii ¢ozelti algak basing altinda
kuruluga kadar distillendikten sonra bakiye % 2’lik hidroklorik asidin sulu gozeltisi
ile ¢ozuldii ve ¢oziinen kistm kalmayincaya kadar yikandi. Coziinmeyen kistmlar
stiziilerek ayrildi. Birlestirilen asitli ¢ozeltilerin pH’s1 % 25’lik amonyum hidroksit
¢Ozeltisiyle 9-10’a ayarlandi. Bazik ekstre, her defasinda 2:1 oraminda olmak tizere
Dragendorff ve Mayer belirtecleri ile reaksiyon vermeyinceye kadar toplam 10 defa
olacak sekilde kloroform ile sivi sivi ekstraksiyona tabi tutuldu. Elde edilen
kloroformlu kisimlar susuz sodyum siilfat ile suyundan anndirildi ve sizildii.
Kloroform algak basing altinda kuruluga kadar distillendi. Bakiye desikatorde sabit
vezne gelinceye kadar bekletildi ve tartildi. 10.24 g agirhiginda total alkaloit ekstresi

elde edildi. Hesaplanan % verim 0.28dir.
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b. Total Alkaloit Ekstresindeki Bilegiklerin Saflastinimalan

Total alkaloit ekstresinin 40 kati agirhigindaki Silica gel 60 (70-230 Mesh)
(Merck 7734) ve 1000 ml XXII no’lu ¢6ziicii sistemi siispansiyon haline getirilip 4.2
cm ¢apindaki bir cam kromatografi siitununa dolduruldu. 10.24 g total alkaloit
ekstresi, 20 ml kloroform:metanol (80:20) ile ¢oziliip 20 g Silica gel 60 (70-230
Mesh) (Merck 7734) adsorbana emdirildi. Coziicii agik havada, oda sicakhiginda
uguruldu. Bakiye desikatorde kurutuldu. Bu sekilde hazirlanan ekstre-adsorban
kanigimi, situna ilave edildikten sonra XXII no’lu ¢oziciu sistemi ile dakikada;
gindiz 120 damla, gece ise 20-25 damla akis hizinda olacak sekilde eliisyona
baglandi. Eliisyonun baslangicindan bitimine kadar 600’er ml’lik fraksiyonlar alindi.
Alkaloit lekelerinin 1. T K. ile gorillen miktar ve niteligine bagh olarak eliisyonda
kullanilan ¢oziicii igine gerektiginde sirasiyla % 1, % 2.5, % 5, % 10 ve % 20
oranlarinda metanol ilave edildi. Her fraksiyon, al¢ak basing altinda distile edildikten
sonra kalan bakiye kloroform:metanol (80:20)'nin deneysel olarak saptanan en uygun
ve en az miktarinda ¢oziilditkten sonra 1. T.K. ile karsilastirmali olarak kontrole tabi
tutuldu. I.T.K. denemelerinde elde edilen kromatogramlar 6nce 254 ve 366 nm dalga
boyundaki UV 1sik altinda incelendi. Daba sonra Dragendorff belirteci piiskiirtmek
suretiyle alkaloit lekeleri goriiniir hale getirildi. Ayni R degerindeki lekelere sahip
olan benzer fraksiyonlar birlestirildi. Algak basing altinda kuruluga kadar
distillendikten sonra desikatorde sabit agirliga gelinceye kadar bekletildi ve tartildi.

Boylece ana siitun fraksiyonlar olugturuldu.

Total alkaloit ekstresinin silikagel siitun kromatografisi ile elde edilen ana
fraksiyonlari, bunlara verilen kodlar, eliisyonda kullanmilan ¢6ziicii sistemleri ve ana

fraksiyonlarin agirliklarina ait bilgiler 33. sayfada gosterilmigtir.
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Birlegtirilen Ana Fraksiyonun Eliisyonda Ana Fraksiyon
Fraksiyon No’lan Kodu Yararlanilan Bakiyesinin

Cozicii Sistemi Agirthig (g)

3-4 A XXi11 0.7987
5 B XXII 0.0968
6-16 C XXI1I 0.4361
17-22 D XXIIL 0.4342
23-28 E XX 3.4763
29-39 F XX ve XXIV 0.9685
40-49 G XX1V 0.3532
50-57 H XXV ve XXVI 0.1723
58-64 I XXVI 0.5284
65-70 J XXVI 0.4852
T1-77 K XXVIve XXVII 0.4806
78-84 L XXVII 0.7688
85-91 M XXvil 0.1503
92-94 N XXVIL 0.0215

1° A Kodlu Ana Fraksiyonun Caligiimasi

A kodlu ana siitun fraksiyonu vakum uygulanmak suretiyle preparatif siitun
kromatografisine tabi tutuldu. Coziicii sistemi olarak, A kodlu ana fraksiyonu en iyi

ayirdifn I.T K. ile saptanmig olan I no’lu ¢6ziicii sistemi kullanildi. 40 g Silica gel H
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(Type 60) (5-40 um) (Merck 7736) soz konusu ¢oziicii sisteminin uygun miktan ile
kanstinlarak sispansiyon haline getirildi. Elde edilen siispansiyon, 3.5 ¢cm ¢apinda
ve vakum uygulayarak ¢aligabilmek iizere dizayn edilmig 6zel bir cam kromatografi
sitununa dolduruldu. 0.7987 g agirhginda olan A kodlu ana fraksiyon,
kloroform:metanol (80:20) kanigiminin deneysel olarak saptanan en az miktaninda
¢oziliip 1.5 g Silica gel 60 (70-230 Mesh) (Merck 7734) adsorbana emdirildikten
ve agik havada kurutulduktan sonra sabit agirlia ulagincaya kadar desikatérde

tutuldu.

Madde-adsorban karigim: siutuna ilave edildikten sonra, I no’lu ¢oziicii
sistemi ile eliisyona baglandi. 900 mbar vakum altinda, diizgiin bir sekilde ve
dakikada 40-50 damla olacak gekilde akis saglandi. Fraksiyonlar 20’ser ml hacminde
alindi. Eliissyona yapilan 1. TXK. sonuglarma goére karar vermek suretiyle, 83.
fraksiyondan itibaren II no’lu ¢oziicii sistemi, 96. fraksiyondan itibaren Il no’lu
¢oziicii sistemi ile devam edildi. Alinan fraksiyonlarin mukayeseli olarak yapilan
L TK. sonucu elde edilen kromatogramlar, UV 1gik altinda incelendi ve Dragendorff
belirteci piskurtildii. Aymt R¢ de@erine sahip ve benzer alkaloit lekeleri veren
fraksiyonlar birlestirildi. Coziicii algak basing altinda kurulu@a kadar distillendi. Elde
edilen ara fraksiyonlar desikatorde bekletilerek sabit agirhiga getirildikten sonra

tartilda.

A kodlu ana fraksiyondan elde edilen 196.5 mg agwrhigindaki 21-24 no’lu ara
fraksiyonun, LT.K. ile yapilan kontrolleri sonucunda saf olmadigi anlasildi ve
preparatif I.T.K. uygulanmasina karar verildi. Bu nedenle deneysel olarak saptanan
en uygun ve en az miktarda kloroform:metanol (80:20) kanisiminda ¢6ziliip, Silica

gel 60 G (Merck 7731) ve Silica gel 60 HF,s4 (Merck 7739) adsorban karigim ile
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kaplanmis 0.50 mm adsorban tabakasi kalinliginda ve 20x20 cm boyutlarindaki
tarafimizdan hazirlanmis, 6 adet kromatografi p}aglna uygulandi. Hazirlanan plaklar,
X no’lu ¢odziicii sistemi kullanilarak bir kere develope edildi. Once UV 151k altinda
incelemek ve daha sonra plak kenarina ¢ok ince bir kisma Dragendorff belirteci
puskiirtmek suretiyle yeri belirlenen alkaloidal bir bant kazindi. Kloroform:metanol
(80:20) kangimu ile eliie edildi. Daha sonra ¢6ziicii algak basing altinda distillendi.
Bakiye desikatorde sabit vezne gelinceye kadar bekletilip tartildi. Boylece 9.7 mg
agirhginda bir bakiye elde edildi. I.TK. ile kontroli sonucunda bakiyenin saf

olmadig: anlagildi. Buna A-1 kodu verildi.

Yukarida anlatildigs sekilde A ana fraksiyonunun preparatif siitun
kromatografisine tabi tutulmasi sonucu elde edilmig olan 25-32 no’lu ara fraksiyonun
bakiyesi 137.9 mg agirligindayd:i. Yapilan 1.T K. kontrolleri sonucunda saf olmadigi
anlasgildt ve bu ara fraksiyon, kloroform:metanol (80:20) kangiminin uygun
miktarinda ¢oziildii. Silica gel 60 G (Merck 7731) ve Silica gel 60 HF,s4 (Merck
7739) adsorban kartgimi kullanilarak tarafimizdan hazirlanmig 0.50 mm adsorban
tabakas: kalinhginda ve 20x20 cm boyutlanindaki 5 adet preparatif kromatografi
plagina uygulandi. Plaklar, X no’lu ¢oziicii sistemi kullanilarak bir kere develope
edildi. Once UV 11k altinda incelemek ve daha sonra plak kenarma gok ince bir
kisma Dragendorff belirteci puskiirtmek suretiyle yerleri belirlenen I, II ve I olarak
simgelenen ii¢ farkli bant ayni ayn kazind1 ve kloroform: metanol (80:20) karisim ile
elie edildi. I no’lu bandin eliisyonu neticesinde 100.4 mg agirliginda gelen bir
bakiye elde edildi. I.T K ile kontrolleri sonucunda saf olmadig1 anlasilan s6z konusu
bu bakiye, yeterli miktarda kloroform:metanol (80:20) karnisiminda ¢oziildi. 0.50 mm

adsorban tabakas: kalinhiginda ve 20x20 cm boyutlarindaki 2 adet Silica gel 60F;s4
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(Merck 5744) hazir plaga uygulandi. Plaklar, XI no’lu ¢oziici sistemi ile bir kere
develope edildi. Once UV 1gik altinda incelemek ve daha sonra plak kenarma ¢ok
ince bir kisma DragendorfYf belirteci piskiirtmek suretiyle yeri belirlenen Ia olarak
simgelenen bant kazindi. Kloroform:metanol (80:20) kangimi ile eliie edildi. 1. TK.
ile kontrollerinde saf oldugu saptanan 82.5 mg agirliginda bir bilesik elde edildi. Bu

bilesige A-2 kodu verildi.

II no’lu bandin eliie edilmesiyle kazanilan 16.7 mg agirligindaki bakiyenin
yapilan I.T K. kontrolleri sonucunda daha once elde edilen A-1 bakiyesi ile aym R¢
degerine ve alkaloidal lekeye sahip oldugu, ancak safsizliklar igerdigi saptandi ve
buna A-3 kodu verildi. A-1 ve A-3 bakiyeleri birlestirilip uygun miktarda
kloroform:metanol (80:20) kansimi iginde ¢oziildi. Bir adet 0.5 mm adsorban
tabakas1 kalinhiginda ve 20x20 cm boyutlarindaki, Silica gel 60F2ss (Merck 5744)
hazir kromatografi plagina uygulandi. Plak, IX no’lu ¢ozici sistemi kullanilarak bir
kere develope edildi. Once UV 1sik altinda incelemek ve daha sonra Dragendorff
belirteci puskurterek yeri belirlenen bant kazindi. Kloroform:metanol (80:20)
karigimu ile eliie edildi. Coziicii algak basing altinda distillendikten sonra elde edilen
bakiyenin 1. T.K. ile saf oldugu saptandi. 9.9 mg agirhgindaki saf bilesige GN-1 kodu

verildi.

I no’lu bandin kloroform:metanol (80:20) kanigimu ile eliie edilmesiyle elde
edilen bakiyenin yapilan 1. T.K. konrolleri sonucunda saf oldugu saptandi. 3.4 mg

agirhigindaki bu bilesige ise A-4 kodu verildi.
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2°C Kodlu Ana Fraksiyonun Caligiimasi

C kodlu ana fraksiyon, preparatif siitun kromatografisine tabi tutuldu. Yapilan
on LTK. ¢aliymalan neticesinde, C kodlu ana fraksiyonu en iyi ayirdigin
saptadigimiz 1V no’lu ¢ozici sistemi kullamldi. 0.4361 g agirhifinda olan C kodlu
ana fraksiyon, kafi miktarda kloroform:metanol (80:20) kansiminda c¢ozilerek 3 g
Silica gel 60 (70-230 mesh) (Merck 7734) adsorbana emdirildi. Coziiciiniin agik
havada u¢masi saglandi ve daha sonra bakiye sabit agirhga ulagincaya kadar

desikatérde tutuldu.

25 g Silica gel H (Type 60) (Merck 7736)’dan tartildi ve IV no’lu ¢dzici
sistemiyle kanstinldi. Elde edilen siispansiyon 3.5 cm c¢apindaki ve vakum
uygulayarak ¢alisabilmek tuzere dizayn edilmis 6zel bir cam kromatografi siitununa

dolduruldu.

Madde-adsorban karigim, siituna yiiklendikten sonra aym ¢oziicii sistemi ile
eliisyona baglandi. 900 mbar vakum altinda, dakikada 40-50 damla olacak sekilde
diizgiin bir akig saglandi. Fraksiyonlar 30’ar ml hacminde alindi. I.T K. sonuglarina
gore elisyona 14. fraksiyondan itibaren V no’lu, 30. fraksiyondan itibaren VI no’lu,
49. fraksiyondan itibaren VII no’lu ¢oziicii sistemleri ile devam edildi. Mukayeseli
olarak yapilan I.T.K. sonucunda elde edilen kromatogramlar, 6nce UV 1sik altinda
incelendi. Daha sonra Dragendorff belirteci puskiirtmek suretiyle alkaloit lekeleri
belirgin hale getirildi. Aym R¢ degerinde ve benzer alkaloidal leke veren fraksiyonlar
birlegtirildi. Cozuct algak basing altinda kuruluga kadar distillendi. Elde edilen

fraksiyonlar desikatorde bekletilerek sabit agirliga getirildikten sonra tartilds.
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C ana fraksiyonuna preparatif siitun kromatografisi uygulanmas: sonucunda
kazamlan 19.6 mg aguhigindaki 4 no’lu ara fraksiyonun, 1L.TK. ile yapilan
kontrolleri sonucunda saf olmadigi anlagildi. Bakiye, kafi miktarda
kloroform:metanol (80:20) kangimiyla ¢6ziliip, bir adet 0.50 mm adsorban tabakast
kalinliginda ve 20x20 cm boyutlarindaki Silica gel 60F2s4 (Merck 5744) hazir cam
preparatif . T.K. plagina uygulandi. Plak, XVI no’lu ¢oziicii sistemi kullanilarak iki
kez develope edildi. III olarak simgelenen ve 6nce UV ik altinda incelenen, daha
sonra plak kenarina ¢ok ince bir kisma Dragendorff belirteci piiskiirtiilerek yeri
belirlenen bir bant kazindi. Kloroform:metanol (80:20) kangimu ile eliie edildi. Algak
basing altinda kuruluga kadar distillendi. Desikatorde sabit agirhiga gelinceye kadar
| bekletildi ve tartildi. 13.7 mg agirhigindaki bilesigin . T K. ile kontroliinde saf oldugu

belirlendi ve C-1 kodu verildi.

C ana fraksiyonundan elde edilen 33.9 mg agirhigindaki 24-26 no’lu ara
fraksiyonun I.T K. ile kontrolii sonucunda saf olmadigt anlasild: ve preparatif I.T K.
tatbik edilmesine karar verildi. Kafi miktarda kloroform:metanol (80:20) karigimiyla
¢ozulip, bir adet 0.50 mm adsorban tabakast kalinhginda ve 20x20 cm
boyutlarindaki Silica gel 60F;s4 (Merck 5744) hazir cam preparatif 1. T X. plagina
uygulandi. Plak, XVII no’lu ¢oziici sistemi kullanilarak bir kere develope edildi. 1
olarak simgelenen bant, énce UV 1gik altinda ve daha sonra plak kenarmna
Dragendorff  belirteci  piiskiirtmek  suretiyle yeri  belirlenerek  kazindu.
Kloroform:metanol (80:20) kangimu ile elile edildi. Coziici algak basing altinda
distillendikten sonra bakiye desikatorde sabit agirhga gelinceye kadar bekletildi. 21.5
mg agihigindaki bilesigin yapilan [.T K. kontrollerinde saf oldugu saptandi. Bu

bilesige GN-2 kodu verildi.
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Yine C ana fraksiyonunun, preparatif siitun kromatografisi sirasinda elde
edilen 26.1 mg agirh@indaki 27-29 no’lu ara fraksiyonun LT K. ile kontrol edilmesi
sonucunda saf olmadig: anlagildi. Bakiye yeterli miktarda kloroform:metanol (80:20)
karisiminda ¢ozildi. Bir adet 0.50 mm adsorban tabakas: kalinhginda ve 20x20 cm
boyutlarindaki Silica gel 60F,;s4 (Merck 5744) hazir cam preparatif kromatografi
plagina tatbik edildi. Plak, XII no’lu goziici sistemi kullamlarak bir kere develope
edildi. ITI olarak simgelenen bant, 6nce UV 151k altinda incelemek ve daha sonra plak
kenarina Dragendorff belirteci piiskiirtmek suretiyle yeri belirlenerek kazindi.
Kloroform:metanol (80:20) kangimu ile eliie edildi. Bakiye desikatorde sabit vezne
gelinceye kadar bekletildi. Elde edilen 19.3 mg agirhigindaki maddenin 1. TK. ile

kontroliinde saf oldugu belirlendi. Bu maddeye GN-3 kodu verildi.
3°D Kodlu Ana Fraksiyonun Caligilmast

D kodlu ana situn fraksiyonuna, 25 g Silica gel H (Type 60) (Merck 7736) ve
VI no’lu ¢goziici sistemi kullanilarak preparatif stitun kromatografisi uygulandi. 25
g silikagel ile s6z konusu ¢oziicii sistemi kangtirilarak siispansiyon haline getirildi.
Yine 3.5 cm ¢apinda, vakum uygulayarak ¢alisabilmek tizere dizayn edilmis 6zel bir

cam kromatografi siitununa dolduruldu.

04342 g aguhgindaki D kodlu ana fraksiyon, yeterli miktarda
kloroform: metanol (80:20) karigimu ile ¢ozildii ve 1.5 g Silica gel 60 (70-230 Mesh)
(Merck 7734) adsorbana emdirildi. Coziciniin oda sicakhginda agik havada ugmast
saglandiktan ve bakiyenin desikatorde sabit agirliga ulagincaya kadar tutulmasindan
sonra madde-adsorban karigimu siituna yiiklendi. 900 mbar vakum altinda, dakikada

40-50 damla olacak sekilde diizgiin bir akig hiz1 saglandi. Fraksiyonlar 20°ser ml
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hacminde alindi. Mukayeseli olarak yapilan I.T K. ¢aligmalan sonucunda elde edilen
kromatogramlar, dnce UV 1sik altinda incelendi. Daha sonra DragendorfY piskiirtme
belirteci uygulanarak alkaloit lekeleri belirgin hale getirildi. Ayn1 Re degerleri ve
benzer alkaloit lekelerine sahip olan fraksiyonlar birlestirildi. Coziicii algak basing
altinda kuruluga kadar distillendi. Bakiye desikatorde sabit agirliga ulagincaya kadar

bekletildikten sonra tartildi.

I.T K. kontrolleri sonucunda birlestirilen 71.2 mg agirhiindaki 8-9 no’lu ara
fraksiyonun saf olmadigi anlasildi. Bu nedenle, bakiye yeterli miktarda
kloroform:metanol (80:20) kangiminda ¢oziilip, Silica gel 60 G (Merck 7731) ve
Silica gel 60 HF,s4 (Merck 7739) adsorban karigimi ile tarafimizdan hazirlanmig 0.50
mm adsorban tabakasi kalinhiginda ve 20x20 cm boyutlarindaki 2 adet preparatif
L. TK. plagna tatbik edildi-. Plaklar, XII no’lu ¢oziici sistemi kullamlarak bir kere
develope edildi. Once UV 1sik altinda incelemek ve daha sonra Dragendorff belirteci
puskiirtiilerek yerleri belirlenen IV ve V olarak simgelenen iki bant kazindi
Kloroform:metanol (80:20) kangimiyla eliie edildi. IV no’lu bandin eliie edilmesi
neticesinde elde edilen bakiyenin (5.7 mg) saf olmadigi 1. T K. ile kontrol edilerek
anlagildi. Bir adet 0.50 mm adsorban tabakasi kalmlhiginda ve 10x20 cm
boyutlarindaki Silica gel 60Fysa (Merck 5744) hazir cam preparatif L.T.K. plag
kullanilarak ve plak XIII no’tu ¢oziicii sistemi ile iki kez develope edilerek preparatif
LT K. uygulandi. Once UV 151k altinda incelemek ve daha sonra plak kenarna gok
ince bir kisma Dragendorf belirteci puskiirtmek suretiyle yeri belirlenen IVa olarak
simgelenen bant kazindi. Kloroform: metanol (80:20) kangim ile elile edildi. Coziicii

algak basing altinda kuruluga kadar distillendi. Bakiye sabit vezne gelinceye kadar
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desikatorde bekletildi. Elde edilen 29 mg agrh@mndaki bilesigin 1 TK. ile

kontrollerinde saf oldugu saptandi. Bu bilegige D-1 kodu verildi.

8-9 no’lu ara fraksiyona, preparatif . T.K. uygulanmasi sonucunda V olarak
simgelenen bandin kazinmasi ve eliie edilmesiyle elde edilen bakiyenin (13 mg)
I.TK. ile kontrolleri neticesinde saf olmadigi anlagild1. Bir adet 0.50 mm adsorban
tabakas1 kalinhiginda ve 20x20 cm boyutlarindaki Silica gel 60F;s4 (Merck 5744)
hazir cam preparatif 1. T.K. plag: kullanilarak ve plak XIV no’lu ¢oziicii sistemi ile
iki kez develope edilerek preparatif I.TK. uygulandi. Once UV 1k altinda
incelemek ve daha sonra plak kenarina ¢ok ince bir kisma Dragendorff belirteci
puskiirtillerek yeri saptanan Va olarak isaretlenen bant kazindi. Kloroform:metanol
(80:20) kangmm ile elie edildi. Cozici algak basing altinda kuruluga kadar
distillendi. Bakiye sabit vezne gelinceye kadar desikatérde bekletildi. Elde edilen 4.8
mg agirh@indaki bilesigin 1.T K. ile kontrol edilmesi sonucunda saf oldugu saptand:.

Bu bilesige D-2 kodu verildi.

D kodlu ana fraksiyonun vakum uygulamali preparatif siitun kromatografisi
ile saflagtinlmasi sirasinda elde edilen 61.2 mg agirhgindaki 10-13 no’lu ara
fraksiyonun, [.T.K. ile kontrol edilmesi sonucunda saf olmadig: anlasildi. 10-13
no’lu ara fraksiyon, yeterli miktarda kloroform: metanol (80:20) kangiminda ¢éziiliip,
iki adet Silica gel 60 G (Merck 7731) ve Silica gel 60 HF,s4 (Merck 7739) adsorban
karigtmi ile tarafimizdan hazirlanmig 0.50 mm adsorban tabakasi kalinhiginda ve
20x20 cm boyutlarindaki preparatif 1. T K. plagina uygulandi. Plaklar, XIV no’lu
¢oziici sistemi ile bir kere develope edildi. 11, IV, V, VI olarak simgelenen ve once
UV gk altinda incelemek ve daha sonra plak kenarma ¢ok ince bir kisma

Dragendorff belirteci puskiirtmek suretiyle yerleri belirlenen bantlar kazindi.
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Kloroform:metanol (80:20) kangimi ile eliie edildi. III no’lu bandin elie edilip,
¢oziicisiniin algak basingta distillenmesi suretiyle kazamlan bakiye (14.9 mg)
aseton-metanol iizerinden kristallendirildi. 7.3 mg agirhgindaki kristallerin 1. T K. ile

kontrol edilmesi sonucu saf oldugu anlasildi. Bu maddeye D-3 kodu verildi.

IV olarak isaretlenen bandin kazinip, eliie edilmesiyle kazamlan bakiyenin
(10.3 mg) yapilan 1. T K. kontrolleri neticesinde saf olmadigi anlagildi. Bu nedenle
bir adet 0.50 mm adsorban tabakasi kalinliginda ve 20x20 cm boyutlarindaki Silica
gel 60F2s4 (Merck 5744) hazir cam preparatif I.T K. plag: kullamlarak ve plak XIII
no’lu ¢dziicii sistemi ile iki kez develope edilerek preparatif I.T K. uygulandi. Once
UV gk altinda incelemek ve daha sonra plak kenarina ¢ok ince bir kisma
Dragendorff belirteci piiskiirterek yeri tespit edilen IVb olarak igaretlenen bant
kazindi. Kloroform:metanol (80:20) kansimi ile eliie edildi. Cozicii algak basing
altinda kuruluga kadar distillendi. Bakiye sabit vezne gelinceye kadar desikatorde
bekletildi. 3 mg agirligindaki bakiyenin I.TK. ile kontroliinde saf oldugu belirlendi.

Bu maddeye GN-4 kodu verildi.

V olarak simgelenen bant kazinmp, kloroform:metanol (80:20) kangim ile
elie edildi. Coziicti algak basing altinda kuruluga kadar distillendi. Bakiye sabit
vezne gelinceye kadar desikatorde bekletildi. Bakiyenin (6.1 mg) I.T.K. ile kontrol

edilerek saf oldugu saptandi ve D-4 kodu verildi.

Daha sonra yapilan . T.K. ¢alismalarinda D-2 ve D-4 kodlu maddelerin ayni

olduklari anlagildi. Bunlar GN-5 kodu ad altinda birlestirildi.

VI olarak simgelenen bant kazinip kloroform:metanol (80:20) kangimi ile

eliie edildi. Cozict algak basing altinda kuruluga kadar distillendi. Bakiye sabit
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vezne gelinceye kadar desikatorde bekletildi. Bakiyenin (12 mg) saf olmadigs 1. T K.
ile belirlendi. Bu nedenle bir adet 0.50 mm adsorban tabakas: kalinliginda ve 20x20
cm boyutlarindaki Silica gel 60F,s4 (Merck 5744) hazir cam preparatif I.T.K. plagt
kullamlarak ve plak XIII no’lu ¢oziicii sistemi kullanmak suretiyle iki kez develope
edilerek preparatif I. T K. uygulandi. Once UV 151k altinda incelemek ve daha sonra
plak kenarina ¢ok ince bir kisma Dragendorff belirteci puskiirtmek suretiyle yeri
tespit edilen VIb olarak simgelenen bant kazindi. Kloroform:metanol (80:20)
kangimi ile eliie edildi. Coziicii algak basing altinda kuruluga kadar distillendi.
Bakiye sabit vezne gelinceye kadar desikatorde bekletildi. 2.4 mg agirhgindaki

bakiyenin L.T K. ile saf oldugu saptandi. Bu maddeye D-5 kodu verildi.

Daha sonra yapilan IL.TK. calismalart neticesinde D-1 ve D-5 kodlu

maddelerin aym olduklar anlagildi ve bunlar da GN-6 kodu altinda birlestirildi.

D kodlu ana fraksiyondan elde edilen 17.5 mg agirhgindaki 24-27 no’lu ara
fraksiyonun 1. TK. ile kontrol edilmesi sonucu saf olmadigi anlagildi. Yeterli
miktarda kloroform:metanol (80:20) kangiminda ¢ozildi. Bir adet 0.50 mm
adsorban tabakast kalinliginda ve 20x20 cm boyutlarindaki Silica gel 60F2s4 (Merck
5744) hazir cam preparatif [.T.K. plagina uygulandi. Plak, XV no’lu ¢oziicii sistemi
kullanilarak bir kere develope edildi. I olarak igaretlenen ve 6nce UV 1gik altinda
incelemek daha sonra ise plak kenarina ¢ok ince bir kisma Dragendorff belirteci
puskiirtiilerek yeri belirlenen bir bant kazindi. Kloroform:metanol (80:20) karigimi
ile eliie edildi. Bakiye sabit vezne gelinceye kadar desikatorde bekletildi. 5.3 mg
agirh@inda elde edilen bilesigin I.T K. ile kontrolii sonucunda saf oldugu belirlendi.

Bu bilesige GN-7 kodu verildi.
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4° F Kodlu Ana Fraksiyonun Caligtimast

0.9685 g agirhgindaki F kodlu ana fraksiyonun gesitli ¢oziicii sistemleri
denenerek gergeklestirilen 1. T.K. uygulamalari sonucunda biiyiikk oranda bir ana
alkaloit igerdigi belirlendi. Ayirma ve saflastirma yontemlerinden biri olan
kristallendirme iglemi, metanol tizerinden yapilarak 450 mg agirligindaki F-1 kodlu
bilesik elde edildi. Bilesigin I. T K. ile saflig1 kontrol edildi ve kromatografik saflikta

oldugu saptand.

Daha sonra yapilan 1.T K. ¢alismalan neticesinde D-3 ve F-1 kodu verilen

bilesiklerin ayni olduklar tespit edildi ve bunlar GN-8 kodu ad1 altinda birlestirildi.
5° G Kodlu Ana Fraksiyonun Calisiimasi

G kodlu ana situn fraksiyonu vakum uygulamali preparatif siitun
kromatografisine tabi tutuldu. Bunun igin bu fraksiyonu en iyi aywran IX no’lu

¢oziici sisteminden yararlanildi.

20 g Silica gel H (Type 60) (Merck 7736) aym c¢ozicii sistemi ile
kangtinilarak elde edilen siispansiyon, 3.5 cm ¢apinda ve vakum uygulayarak

cahigabilmek uizere dizayn edilmis 6zel bir cam kromatografi siitununa dolduruldu.

0.3532 g agwhginda olan G kodlu ana fraksiyon, kafi miktarda
kloroform:metanol (80:20) kangiminda ¢oziliip 2 g Silica gel 60 (70-230 mesh)
(Merck 7734) adsorbana emdirildi. Oda sicakhiginda ve agik havada ¢oziiciisiiniin

ugmasi temin edildi ve daha sonra sabit agirhga ulagincaya kadar desikatorde tutuldu.

Madde-adsorban kangimi siituna ilave edildikten sonra IX no’lu ¢oziicii

sistemi ile eliisyona baglandi. 900 mbar vakum altinda dakikada 40-50 damla olacak



45

sekilde duzgin bir akig elde edilip 20’ser ml hacminde fraksiyonlar alindi. Alinan
fraksiyonlarin mukayeseli olarak yapilan I.T.K. ¢ahgmalann sonucunda elde edilen
kromatogramlar 6nce UV 151k altinda incelendi. Daha sonra Dragendorff belirteci
puskurtilerek alkaloit lekeleri belirgin hale getirildi. Aym Ry degerinde ve benzer
alkaloit lekeleri veren fraksiyonlar birlestirildi. Coziicii algak basing altinda kuruluga
kadar distillendi. Bakiye desikatorde sabit agirhiga gelinceye kadar bekletildi ve

tartildi.

Bu iglemler neticesinde kazanilan 15.8 mg agirhgindaki 2 no’lu ara
fraksiyonun ve 14.7 mg aglrllgindaki 3 no’lu ara fraksiyonun L.T K. ile kontrolleri
sonucunda saf olmadig belirlendi. 2 ve 3 no’lu ara fraksiyonlar ayr1 ayn olmak iizere
kafi miktarda kloroform:metanol (80:20) kangiminda ¢oziildii. Birer adet 0.50 mm
adsorban tabakas: kalinhiginda ve 20x20 cm boyutlarindaki Silica gel 60F;s4 (Merck
5744) hazir cam preparatif 1. T K. plaklarina uygulandi. Plaklar, XVIII no’lu ¢oziicii
sistemi kullamlarak bir kere develope edildi. Once UV 11k altinda incelemek ve daha
sonra plak kenarmna ¢ok ince bir kisma Dragendorff belirteci piiskiirtmek suretiyle
yerleri belirlenen 2A ve 3 A olarak simgelenen bantlar ayn ayri olmak tizere kazindi.
Kloroform:metanol (80:20) kangimu ile elie edildi. Coziicli algak basing altinda
distillendi. Daha sonra yapilan 1.T.K. kontrolleri sonucunda 2A ve 3A olarak
isaretlenen bilegiklerin saf olmadigi ancak benzer alkaloit lekeleri ve ayni R
degerleri verdikleri igin birlestirilmelerine karar verildi. Birlestirilen 4.3 mg
agirhgindaki soz konusu iiriine XIX no’lu ¢oziicii sistemi ile bir adet 0.25 mm
adsorban tabakas: kalinliginda ve 10x20 cm boyutlarindaki Silica gel 60F,s4 (Merck
5715) hazir cam kromatografi plag: kullanilmak suretiyle tekrar preparatif 1.T.K.

uygulandi. Plak, bir kez develope edildi. Once UV 151k altinda incelemek ve daha
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sonra plak kenarina gok ince bir kisma Dragendorff belirteci piiskiirtmek suretiyle
yeri tespit edilen 2-3AA olarak isaretlenen bir bant kazindi. Kloroform:metanol
(80:20) kangim ile elile edildi. Cozici algak basing altinda kurulua kadar
distillendi. Bakiye desikatorde sabit vezne gelinceye kadar bekletildi. Elde edilén 3.6
mg agirhigindaki bilesigin I.T K. kontrollerinde saf oldugu saptandi. Bu bilesige G-1

kodu verildi.

Daha sonra yapilan I.T K. ¢aligmalaninda G-1 kodlu bilesigin A-2, A-4 ve C-

1 kodlu bilesiklerle ayn1 oldugu saptandi. Hepsi GN-9 kodu adi altinda birlestirildi.

G kodlu ana fraksiyonun vakum uygulamali preparatif siitun kromatografisi
ile saflastirilmas: sirasinda elde edilen 46.6 mg agirhgindaki 5 no’lu ara fraksiyonun
I.TK. ile kontrol edilmesi sonucunda saf olmadig anlagildi. Bu nedenle bir adet 0.50
mm adsorban tabakas: kalinliginda ve 20x20 cm boyutlarindaki Silica gel 60Fzs4
(Merck 5744) hazir cam preparatif LT K. plagt kullanilarak ve plak XX no’lu ¢ozici
sistemi ile bir kere develope edilerek preparatif 1. T.K. uygulandi. Once UV 1gik
altinda incelemek ve daha sonra plak kenarma ¢ok ince bir kisma Dragendorff
belirteci piiskiirterek yeri tespit edilen 5D olarak simgelenen bant kazind:.
Kloroform:metanol (80:20) kansim ile elile edildi. Coézicii algak basing altinda
kuruluga kadar distillendi. Bakiye sabit vezne gelinceye kadar desikatorde bekletildi.
14.8 mg agirh@mndaki Grinin yapilan 1.T.K. kontrolleri neticesinde saf olmadig
anlagiidi. Bir adet 0.50 mm adsorban tabakast kalnhginda ve 20x20 cm
boyutlarindaki Silica gel 60F,ss (Merck 5744) hazir cam preparatif 1.T.K. plagi
kullamlarak ve plak XXI no’lu ¢oziicii sistemi kullanmak suretiyle bir kere develope
edilerek preparatif 1. T K. uygulandi. Once UV 1gik altinda incelenen ve daha sonra

plak kenarina ¢ok ince bir kisma Dragendorff belirteci puskirterek yeri belirlenen
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5DD olarak isaretlenen bant kazindi. Kloroform:metanol (80:20) kangimi ile elie
edildi. Cozicii algak basing altinda distillendikten sonra bakiye sabit agirhga
ulagincaya kadar desikatérde bekletildi. Elde edilen bakiyenin (10.7 mg) LT K. ile

saf oldugu beliriendi ve bu maddeye GN-10 kodu verildi.

G ana fraksiyonundan elde edilen 6-7 no’lu ara fraksiyonun yapilan I.T.K.
kontrolleri neticesinde saf oldugu tespit edildi. Elde edilen 103.4 mg agirhgindaki bu

bilesige GN-11 kodu verildi.



IV. SPEKTRAL BULGULAR

A. GN-1 BILESIGININ SPEKTRAL BULGULARI

UV (Spektrum No 1)
MeOH
Amaks N (log €) 207 (4.48), 252 (4.79), 267 sh (4.42), 279 (4.38), 308 (4.02), 336

(3.73), 352 3.71).

IR (Spektrum No 2)
KBr
Vmaks €M™ 1620, 1585, 1495, 1465, 1415, 1395, 1380, 1335, 1290, 1255, 1225, 1195,

1115, 1105, 1095, 1035, 955, 935, 885, 855, 830, 750.

CI Kitle (Spektrum No 3)

m/z 224 [M+H'].
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'H NMR (Spektrum No 4)

300 MHz, CD;OD

§ 8.95 (1H, s, H-6), 8.43 (1H, dd, J =8.1, 1.6, H-1), 7.97 (1H, dd, J~8.1, 1.6, H-4),
7.94 (1H, s, H-10), 7.67 (1H, ddd, J=7.8, 7.0, 1.5, H-3), 7.61 (1H, ddd, J=7.8, 7.0,

1.5, H-2), 7.36 (1H, s, H-7), 6.15 (2H, s, OCH,0).

BC NMR (Spektrum No 5)

75 MHz, CD;0D

8 153.7 (C-8), 152.7 (C-6), 150.0 (C-9), 144.3 (C-4a), 131.8 (C-10a), 129.5 (C-4),
129.2 (C-3), 128.0 (C-2), 125.7 (C-6a), 124.3 (C-10b), 123.6 (C-1), 106.4 (C-7),

103.6 (OCH,0), 100.8 (C-10).

DEPT 135 (Spektrum No 6)
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B. GN-2 BILESIGININ SPEKTRAL BULGULARI

UV (Spektrum No 7)
MeOH

Amaks M (log €) 292 (3.76).

CD (Spektrum No 8)
MeOH
nm (log £) 313 (0), 293 (-0.33), 270 (-0.10), 236 sh (-0.57), 225 (-1.04), 221 (-0.94),

214 (-1.26).

IR (Spektrum No 9)

CHCl;

Vaaks ©M' 3440, 3000, 2925, 2895, 1670, 1620, 1600, 1575, 1505, 1480, 1450, 1410,
1380, 1365, 1345, 1295, 1235, 1210, 1160, 1125, 1105, 1080, 1040, 1015, 985, 960,

935, 875, 840.

El Kiitle (Spektrum No 10)

m/z (%) 285 (M", 12), 265 (11), 257 (15), 239 (18), 238 (100), 225 (12), 224 (10),
196 (12), 180 (10), 168 (25), 167 (15), 166 (10), 152 (11), 151 (11), 149 (20), 139
(18), 127 (13), 125 (11), 123 (13), 115 (20), 113 (11), 112 (13), 111 (35), 110 (13),
109 (15), 107 (15), 106 (10), 100 (13), 91 (35), 83 (55), 73 (59), 69 (60), 57 (60), 55

(85).
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'H NMR (Spektrum No 11)

300 MHz, CDCl3

Majér izomer
8 8.06 (1H, s, CHO), 7.40-7.12 (4H, m, H-1, H-2, H-3, H-4), 6.95 (1H, s, H-7), 647
(1H, s, H-10), 5.92 (2H, 25, OCH,0), 4.26 (1H, d, J=12.4, H-6), 421 (1H, d, J=12.4,

H-6), 2.85 (3H, s, NCHj).

Minér izomer
57.87 (1H, s, CHO), 7.40-7.12 (4H, m, H-1, H-2, H-3, H-4), 6.96 (1H, s, H-7), 6.48
(1H, s, H-10), 5.91 ve 5.90 (2H, 25, OCH,0), 437 (1H, d, J~12.2, H-6), 4.16 (IH, d,

J=12.2, H-6), 3.10 (3H, s, NCH3).

C NMR (Spektrum No 12)

75 MHz, CDCl;

Major izomer
6 163.1 (CHO), 147.7 (C-8), 147.0 (C-9), 140.4 (C-4a), 137.3 (C-10b), 132.0 (C-6a),
132.0 (C-1), 130.3 (C-10a), 128.9 (C-3), 127.6 (C-2), 126.9 (C-4), 109.6 (C-10),

108.7 (C-7), 101.3 (OCH,0), 62.4 (C-6), 33.1 (NCH3).
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Minér izomer
d 162.4 (CHO), 147.5 (C-8), 146.3 (C-9), 138.8 (C-10b), 138.5 (C-4a), 132.3 (C-6a),
132.3 (C-1), 130.7 (C-10a), 128.9 (C-3), 127.8 (C-2), 126.9 (C-4), 109.8 (C-7), 108.4

(C-10), 101.1 (OCH,0), 62.2 (C-6), 38.1 (NCH).

DEPT 135 (Spektrum No 13)

40

35 |

30

25 4

2.0 |

292.15, 0.70

0.5 |
275.27, 0.51

t T 2
200 250 300 350 400

Spektrum No 7. GN-2 Bilesiginin UV Spektrumu
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C. GN-3 BILESIGININ SPEKTRAL BULGULARI

UV (Spektrum No 14)
MeOH

Mnaks N (log €) 208 (4.64), 292 (3.71).

CD (Spektrum No 15)
MeOH
nm (log €) 311 (-0.14), 292 (+0.24), 276 (0), 267 sh (+0.07), 258 sh (+0.20), 242 sh

(+0.91), 234 (+0.98), 228 (+0.85), 224 (+0.93), 219 sh (+0.84), 214 (+0.59).

IR (Spektrum No 16)
CHCl;
Vmaks €I 3350, 2980, 2930, 2900, 2700, 2420, 1720, 1670, 1620, 1600, 1505, 1485,

1450, 1370, 1260, 1215, 1165, 1105, 1080, 1040, 1005, 935, 875, 840.

ESI Kiitle (Spektrum No 17)

m/z 286 [M+H"].

"H NMR (Spektrum No 18)

600 MHz, CDCl,

Major izomer
o 8.13 (1H, s, CHO), 7.43 (1H, td, J=7.6, 1.6, H-3), 7.37 (1H, td, /=7.5, 1.3, H-2),

731 (1H, dd, J=7.5, 1.5, H-1), 7.21 (1H, dd, J=7.8, 1.0, H-4), 7.03 (1H, s, H-7), 6.55
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(1H, s, H-10), 5.99 (2H, 2s, OCH,0), 4.33 (1H, d, J=12.4, H-6), 430 (1H, d, J=12.4,

H-6), 2.92 (3H, s, NCH;).

Minér izomer

8 7.94 (1H, s, CHO), 7.44 (1H, td, J=7.6, 1.5, H-3), 7.37 (1H, td, J=7.5, 1.3, H-2),
7.24 (1H, dd, =75, 1.5, H-1), 7.24 (1H, dd, J=7.5, 1.5, H-4), 7.03 (1H, s, H-7), 6.55
(1H, s, H-10), 5.97 (2H, 2s, OCH,0), 4.45 (1H, d, /=12.2, H-6), 423 (1H, d, /=122,

H-6), 3.18 (3H, s, NCHj3).

C NMR (Spektrum No 19)

150 MHz, CDCl3

Major izomer
§ 163.2 (CHO), 147.9 (C-8), 147.1 (C-9), 140.5 (C-4a), 137.4 (C-10b), 132.1 (C-6a),
132.1 (C-1), 130.5 (C-10a), 129.0 (C-3), 127.7 (C-2), 127.0 (C-4), 109.7 (C-10),

108.8 (C-7), 101.4 (OCH;0), 62.5 (C-6), 33.2 (NCH3).

Minér izomer
5 162.5 (CHO), 147.6 (C-8), 146.4 (C-9), 139.0 (C-10b), 138.7 (C-4a), 132.4 (C-6a),
132.4 (C-1), 130.8 (C-10a), 129.0 (C-3), 128.0 (C-2), 128.0 (C-4), 110.0 (C-7), 108.5

(C-10), 101.2 (OCHz0), 62.3 (C-6), 38.3 (NCH).

DEPT 135 (Spektrum No 20)
'H, '"H DQF-COSY (Spektrum No 21) (Tablo 5, 7)

HSQC (Spektrum No 22) (Tablo 6, 8)
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HMBC (Spektrum No 23) (Tablo 6, 8)

NOESY (Spektrum No 24) (Tablo 5, 7)

H 8 'H, 'H DQF- NOESY
COSY
1 7.31 H-6 (4.33,4.30), H-10
2 7.37 -
3 7.43 -
4 7.21 NCH;
6 433 H-6 (4.30) H-1, H-7, CHO, NCHj
6 430 H-6 (4.33) H-1, H-7, CHO, NCH;,
7 7.03 - H-6 (4.33, 4.30), NCH;
10 6.55 g CHO, NCH;
CHO 8.13 - H-6 (4.33, 4.30), H-10, NCHs
OCH;O 5.99 - -
NCH; 2.92 - H-4, H-6 (4.33, 4.30), H-10, CHO

-

Tablo 5. GN-3 (Majér izomer) Bilesiginin 1D ve 2D NMR Bulgular1 (8)
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H 8 BC /HSQC HMBC
1 731 132.1 C-3, C-4, C-4a, C-10a, C-10b
2 737 127.7 C-1, C-3, C-4, C-4a, C-10b
3 7.43 129.0 C-1, C-4, C-4a, C-10b
4 7.21 127.0 C-2, C-4a, C-10a, C-10b
4a - 140.5 -
6 433 62.5 C-6a, C-7, C-10a
6 430 62.5 C-6a, C-7, C-10a
6a - 132.1 -
7 7.03 108.8 C-6, C-8, C-9, C-10, C-10a, C-10b
8 - 147.9 ,
9 - 147.1 -
10 6.55 109.7 C-6, C-6a, C-7, C-8, C-9, C-10b
102 - 1305 -
10b - 137.4 -
CHO 8.13 163.2 C-4a, NCH;,
OCH;O 5.99 101.4 C-8,C-9
NCH; 2.92 33.2 C-4a, CHO

Tablo 6. GN-3 (Major [zomer) Bilesiginin 1D ve 2D NMR Bulgular: (§)
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H 8 'H, "H DQF- NOESY
COSY

1 7.24 H-6 (4.45)

2 7.37 -

3 7.44 -

4 7.24 NCH;

6 4.45 H-6 (4.23) H-1

6 423 H-6 (4.45) H-7

7 7.03 - H-6 (4.45, 4.23)

10 6.55 - NCH;

CHO 7.94 . NCH;

OCH;0O 5.97 - .
NCH;, 3.18 . H-4, H-6 (4.23), H-10, CHO

Tablo 7. GN-3 (Minér [zomer) Bilesiginin 1D ve 2D NMR Bulgulari (5)
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H 8 B /HSQC HMBC
1 7.24 132.4 C-2, C-3, C-4a, C-10a C-10b
4 128.0
2 7.37 128.0 C-1, C-3, C-4, C-10b N
3 7.44 129.0 C-1,C-2 (4), C-4a
4a - 138.7 -
6 4.45 62.3 C-7,C-8,C-10a
6 4.23 62.3 C-7,C-10a
6a - 132.4 -
7 7.03 110.0 C-6, C-6a, C-8, C-9, C-10, C-10a
8 - 147.6 -
9 - 146 .4 -
10 6.55 108.5 C-6, C-6a, C-7, C-8, C-9, c-mbwT
10a - 130.8 -
10b - 139.0 -
CHO 7.94 162.5 C-4a, NCH;
OCH,0 5.97 101.2 C-8, C-9 B
NCH; 3.18 383 C-4a, CHO

Tablo 8. GN-3 (Minér 1zomer) Bilesiginin 1D ve 2D NMR Bulgular1 ()
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D. GN-4 BILESIiGININ SPEKTRAL BULGULARI

[a]p +74.4° (MeOH; konstr. 0.117).

UV (Spektrum No 25)
MeOH

Amaks nm (log €) 227 (4.22), 278 (3.72), 299 (3.69).

CD (Spektrum No 26)
MeOH
nm (log €) 325 (0), 307 (-0.48), 291 (0), 262 (+1.91), 256 (+1.55), 250 sh (+2.16),

229 (+19.85), 209 (+9.69), 209 nm 6tesinde negatif kuyruk.

IR (Spektrum No 27)
CHCL;
Vimaks €M’ 3300, 3000, 2950, 2920, 2860, 1700, 1660, 1645, 1610, 1505, 1465, 1440,

1430, 1405, 1390, 1370, 1350, 1330, 1265, 1215, 1160, 1140, 1100, 1085, 1035, 930.

ESI Kitle (Spektrum No 28)

m/z 463 [M+H'].

"H NMR (Spektrum No 29)
600 MHz, CDCl,
8 7.60 (1H, s, H-9), 7.10 (2H, d, J=8.4, H-2' ve H-6'), 6.74 (2H, d, /=8 .4, H-3' ve H-

5", 6.74 (1H, s, H-12), 6.02 ve 6.01 (2H, 2d, J=1.3, OCH,0), 6.00 (1H, dd, /=98,
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5.1, H-2), 5.54 (1H, d, J=9.8, H-1), 4.50 (1H, ddd, J=14.0, 8.4, 5.4, H-8"), 4.03 (1H,
dd, S=11.9, 4.5, H-4a), 3.91 (1H, dt, J=5.1, 3.2, H-3), 3.87 (1H, s, H-6a), 3.53 (1,
m, H-8"), 3.46 (3H, s, OCHy), 2.98-2.89 (2H, m, H-7"), 2.80 (3H, s, NCHs), 2.44 (1H,

m, H-4p), 1.48 (1H, m, H-400).

BC NMR (Spektrum No 30)

150 MHz, CDCl;

8 169.8 (C-6), 161.5 (C-8), 154.2 (C-4), 151.3 (C-11), 147.8 (C-10), 135.1 (C-12a),
133.3 (C-1), 131.0 (C-1"), 130.1 (C-2' ve C-6'), 125.5 (C-2), 123.4 (C-8a), 115.3 (C-
3' ve C-5"), 108.2 (C-9), 106.0 (C-12), 101.8 (OCH,0), 70.8 (C-3), 63.9 (C-6a), 59.9
(C-4a), 56.7, (OCH3), 49.5 (C-8"), 43.9 (C-12b), 33.2 (C-7), 30.0 (C-4), 28.2

(NCHs).

DEPT 135 (Spektrum No 31)

'"H, "H DQF-COSY (Spektrum No 32) (Tablo 9)
TOCSY (Spektrum No 33) (Tablo 9)

HSQC (Spektrum No 34) (Tablo 10)

HMBC (Spektrum No 35) (Tablo 10)

NOESY (Spektrum No 36) (Tablo 9)
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H 8 'H, '™H DQF- TOCSY NOESY
COSY
1 5.54 H-2 H-2, H-3, H-4q, H-2, H-6a
H-4B, H-4a
2 6.00 H-1, H-3 H-1, H-3, H-4q, H-1, H-3
H-4B, H-4a
3 3.91 H-2,H-48 | H-1,H-2, H-4a, | H-2, H-40, H-4p,
H-4f, H-4a, OCH;
OCH;, NCH;
40 1.48 H-3, H-1,H-2, H-3, | H-3,H-6a, NCH;
H-4p, H-4a H-48, H-4a
48 2.44 H-3, H-1,H-2,H-3, | H-3, H-4a, NCH;
H-4a, H-4a H-4a, H-4a
4a 4.03 H-4a, H-48 H-1, H-3, H-4B, H-12, NCH;
H-40, H-4p
6a 3.87 - NCH; H-1, H-4a, H-7',
H-8' (4.50, 3.53)
9 7.60 - H-12 -
12 6.74 - H-9 H-4a, OCH;
2' (6" 7.10 H-3'(5) H-3' (5" H-3' (5"), H-7', H-8'
(3.53)
3' (5" 6.74 H-2' (6" H-2' (6) H-2' (6')
7 2.98-2.89 H-8' H-8' H-2' (6"), H-8'
(4.50, 3.53) (4.50, 3.53) (4.50, 3.53)
8 450 H-7,H-8' | H-7', H-8' (3.53) H-7'
(3.53)
8 3.53 H-7',H-8' | H-7', H-8' (4.50), H-6a, H-7',
(4.50) NCH; H-8' (4.50)
OCH;0 | 6.02, 6.01 - - -
OCH; 3.46 - NCH; H-2, H-48
NCH; 2.80 - H-6a, H-8' H-4p, H-4a, H-6a

(3.53), OCH3

Tablo 9. GN-4 Bilesiginin 1D ve 2D NMR Bulgular1 (6)
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'H BC /HSQC HMBC
1 5.54 133.3 C-3, C-4a, C-12b
2 6.00 125.5 C-3, C-4, C-12b
3 3.91 70.8 OCH;
4o, 1.48 30.0 -
4B 2.44 30.0 -
4a 4.03 59.9 C-6, C-6a, C-12a, C-12b
6 - 169.8 -
6a 3.87 63.9 C-1, C-6, C-8, C-12a, C-12b, C-8'
8 - 161.5 -
8a - 123.4 -
9 7.60 108.2 C-8, C-10, C-11, C-12a
10 - 147.8 -
11 - 151.3 -
12 6.74 106.0 C-8a, C-10, C-11, C-12b
12a - 135.1 -
12b - 43.9 -
I - 131.0 -
2' (6" 7.10 130.1 C-4, C-7
3'(5) 6.74 115.3 C-1', C-4'
4 - 154.2 -
7 2.98-2.89 33.2 C-1', C-2'(6), C-8
8! 4.50 495 C-6a, C-8, C-1', C-7'
8! 3.53 49.5 C-6a, C-8, C-7'
OCH;O 6.02, 6.01 101.8 C-10, C-11
OCH; 3.46 56.7 C-3
NCH; 2.80 28.2 C-4a, C-6

Tablo 10. GN-4 Bilesiginin 1D ve 2D NMR Bulgulari (8)
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E. GN-5 BILESIGININ SPEKTRAL BULGULARI

[a]p —16.9° (MeOH; konstr. 0.142).

UV (Spektrum No 37)
MeOH

Amaks nm (log £) 226 (3.97), 287 (3.69).

CD (Spektrum No 38)

MeOH

nm (log €) 325 (0), 313 (-0.22), 308 (0), 289 (+2.11), 262 (+0.72), 245 sh (+2.35),
239 (+3.38), 228 (0), 225 (-0.88), 220 (0), 207 (+18.58), 207 nm otesinde negatif

kuyruk.

IR (Spektrum No 39)
CHCL
Vmaks €’ 3300, 3000, 2920, 1665, 1645, 1615, 1505, 1480, 1445, 1425, 1410, 1370,

1360, 1335, 1325, 1265, 1215, 1120, 1090, 1085, 1075, 1040, 935, 925.

ESI Kiitle (Spektrum No 40)

m/z 487 [M+Na'], 465 [M+H'].
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'H NMR (Spektrum No 41)

600 MHz, CDCl;

0 7.23 (14, s, H-6), 7.03 (2H, d, J=8.4, H-2' ve H-6"), 6.75 (2H, d, /=8.4, H-3' ve H-
59, 6.72 (1H, s, H-12), 6.46 (1H, s, H-9), 6.33 (1H, dd, J=9.9, 4.9, H-2), 6.00 ve 5.96
(2H, 2d, J=1.3, OCH:0), 5.73 (1H, d, J=9.9, H-1), 430 (1H, d, J=16.2, H-8B), 4.12
(1H, d, J=16.2, H-8a), 4.09 (1H, m, H-3), 3.96 (1H, m, H-8'), 3.88 (1H, dd, J=13.1,
2.8, H-4a), 3.44 (3H, s, OCH3), 3.17 (1H, m, H-8"), 2.80 (2H, m, H-7'), 2.79 (1H, td,

J=13.1, 3.8, H-4a), 2.64 (3H, s, NCH3), 1.94 (1H, br d, J=13.2, H-4).

BC NMR (Spektrum No 42)

150 MHz, CDCl3

6 166.9 (C-6a), 163.2 (C-6), 154.7 (C-4"), 148.0 (C-11), 147.5 (C-10), 1333 (C-1),
130.1 (C-1Y), 129.8 (C-2' ve C-6"), 129.2 (C-12a), 128.4 (C-2), 124.4 (C-8a), 115.5
(C-3" ve C-5'), 106.7 (C-12), 104.8 (C-9), 101.5 (OCH20), 73.1 (C-3), 61.8 (C-4a),
56.9 (OCH3), 52.7 (C-12b), 50.7 (C-8), 50.5 (C-8"), 32.3 (C-7), 29.1 (C-4), 27.5

(NCH).

DEPT 135 (Spektrum No 43)

'H, "H DQF-COSY (Spektrum No 44) (Tablo 11)
TOCSY (Spektrum No 45) (Tablo 11)

HSQC (Spektrum No 46) (Tablo 12)

HMBC (Spektrum No 47) (Tablo 12)

NOESY (Spektrum No 48) (Tablo 11)
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H 5 'H, "H DQF- TOCSY NOESY
COSY
1 5.73 H-2 H-2, H-3, H-40, H-2, H-12
H-4B, H-4a
2 6.33 H-1, H-3 H-1,H-3,H-40, | H-1, H-3, OCH;
H-48, H-4a,
NCH;
3 4.09 H-2, H-4a H-1, H-2, H-4q, H-2, H-4aq,
H-48, H-4a, H-4B, OCH;
4q, 2.79 H-3, H-1, H-2, H-3, H-6, NCH;4
H-4B, H-4a H-4B, H-4a
4B 1.94 H-4a, H-4a | H-1,H-2, H-3, H-3, H-4a, H-6,
H-4c, H-4a OCH;, NCH;
4a 3.88 H-4a, H-48 H-1, H-3, H-1, H-3, H-4B, H-6,
H-40, H-4p H-12, H-8' (3.96),
NCH;
6 7.23 - NCH; H-40, H-4a, NCH;
8ct 4.12 H-8p H-8p, H-9 H-9, H-2' (6"), H-7,
H-8'(3.17)
8B 430 H-8a H-80, H-9 H-6, H-9, H-7', H-8'
(3.17), NCH;
9 6.46 - H-8a., H-8p, H-8a, H-8f
H-12
12 6.72 g H-8a, H-8B, H-9 H-1
2' (6) 7.03 H-3' (5" H-3' (5) H-7', H-8' (3.96,
3.17)
3'(5) 6.75 H-2' (6 H-2' (6) H-1, H-4a
7 2.80 H-8' H-8' H-2' (6), H-8' (3.96)
(3.96,3.17) (3.96,3.17)
8' 3.96 H-7',H-8' | H-7,H-8 (3.17) | H-2' (6'), H-7', NCH;
(3.17)
8' 3.17 H-7' H-8' | H-7', H-8 (3.96) H-80, H-8B,
(3.96) H-2' (6", H-T'
OCH,0 | 6.00, 5.96 - - -
OCH; 3.44 - - H-2, H-3, H-4B,
H-4a
NCH; 2.64 - H-6 H-40,, H-48, H-4a,
H-6, H-88, H-8'
(3.96,3.17)

Tablo 11. GN-5 Bilesiginin 1D ve 2D NMR Bulgular1 ()




'H BC /HSQC HMBC
1 5.73 133.3 C-3, C-4a, C-12a, C-12b
2 6.33 128.4 C-1, C-3, C-4, C-6a, C-12b
4.09 73.1 C-1, C-2, C-4a, OCH;
4o 2.79 29.1 C-4a, C-12b
48 1.94 29.1 C-2,C-3,C-4a, C-12b
4a 3.88 61.8 C-3, C-4, C-6, C-6a, C-12a, C-12b,
NCH;
6 7.23 163.2 C-4a, NCH;,
6a - 166.9 -
Sa 412 50.7 C-6a, C-8a, C-9,C-12a, C-8' °
8B 4.30 50.7 C-6a, C-8a, C-9, C-12a
8a - 124.4 -
9 6.46 104.8 C-8, C-10, C-11, C-12, C-12a
10 - 147.5 -
11 i 148.0 =
12 6.72 106.7 C-8a, C-9, C-10, C-11, C-12a, C-12b
12a - 129.2 -
12b - 52.7 -
1 - 130.1 -
2' (6) 7.03 129.8 C-3' (5", C-4', C-7'
3'(5) 6.75 115.5 C-1', CA4'
4 ; 154.7 e
7 2.80 323 C-2' (6, C-8'
8! 3.96 50.5 C-6a, C-8, C-1' C-T'
8’ 3.17 50.5 C-6a, C-8
OCH,0 6.00, 101.5 C-10, C-11
5.96
OCH; 3.44 56.9 C-3
NCH; 2.64 27.5 C-4a, C-6

Tablo 12. GN-5 Bilesiginin 1D ve 2D NMR Bulgulari (3)
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F. GN-6 BILESIGININ SPEKTRAL BULGULARI

[a]p +120° (MeOH; konstr. 0.2).

UV (Spektrum No 49)
MeOH

Amaks N (log €) 228 (4.34), 262 sh (3.66), 309 (3.42).

CD (Spektrum No 50)
MeOH
nm (log £) 330 (0), 276 (+3.36), 263 (0), 252 (-2.05), 243 (0), 229, (+22.05), 217 sh

(+11.77), 217 nm o6tesinde negatif kuyruk.

IR (Spektrum No 51)
CHCl;
Vmaks €I 2995, 2025, 2880, 2850, 1715, 1615, 1585, 1575, 1500, 1480, 1405, 1380,

1360, 1275, 1250, 1215, 1145, 1110, 1065, 1040, 930, 885, 840.

EI Kiitle (Spektrum No 52)
m/z (%) 298 (5), 297 (28), 282 (19), 229 (8), 190 (38), 184 (33), 169 (6), 167 (8),
155 (45), 154 (9), 153 (17), 149 (23), 123 (8), 105 (100), 91 (12), 83 (10), 81 (15), 77

(23), 71 (11), 69 (24).

CI Kiitle (Spektrum No 53)

m/z 316 [M+H'].
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"H NMR (Spektrum No 54)

600 MHz, CD;0D

8 7.44 (1H, s, H-9), 6.90 (1H, s, H-12), 6.09 ve 6.08 (2H, 2d, J=0.7, OCH;0), 5.90
(14, d, /=10.3, H-2), 5.39 (1H, d, /~10.3, H-1), 4.65 (1H, t, /=9.2, H-6a), 4.49 (1H,
dd, /=9.2, 7.0, H-3), 3.30 (1H, ¢oziicii sinyali altinda kalmis, H-4a), 3.17 (1H, t,
J=10.8, H-6a), 2.93 (1H, m, H-68), 2.60 (3H, s, NCH3), 2.53 (1H, m, H-4eq), 1.85

(1H, t, J=11.8, H-4ax).

C NMR (Spektrum No 55)

150 MHz, CD;0D

8 167.5 (C-8), 154.3 (C-11), 148.9 (C-10), 143.8 (C-12a), 136.2 (C-2), 126.3 (C-1),
119.7 (C-8a), 111.5 (C-9), 105.1 (C-12), 104.0 (OCH;0), 81.1 (C-6a), 65.8 (C-4a),

64.3 (C-3), 54.7 (C-6), 47.3 (C-12b), 43.5 (NCHj), 33.5 (C-4).

DEPT 135 (Spektrum No 56)

'H, '"H DQF-COSY (Spektrum No 57) (Tablo 13)
TOCSY (Spektrum No 58) (Tablo 14)

HSQC (Spektrum No 59) (Tablo 14)

HMBC (Spektrum No 60) (Tablo 14)

NOESY (Spektrum No 61) (Tablo 13)
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H F; 'H, 'H DQF- TOCSY NOESY
COSY
1 5.39 H-2 H-2, H-3, H-4eq | H-2, H-60., H-6a,
H-4ax, ,H-4a H-12
2 5.90 H-1 H-1, H-3, H-4eq H-1, H-3
H-4ax
3 449 H-4eq, H-4ax | H-1, H-2 H-4eq, H-2, H-4eq,
H-4ax, H-4a H-4ax, H-6q,
NCH;
4eq 2.53 H-3, H-4ax H-1, H-2, H-3, | H-3, H-4ax, H-4a,
H-4ax, H-4a H-12
4ax 1.85 H-3, H-4eq | H-1, H-3, H-4eq, H-4eq, H-4a,
H-4a H-12
4a 3.30 - H-3, H-4eq, H-3, H-4eq,
H-4ax H-4ax, H-6a,
H-12, NCH;
6 3.17 H-6B, H-6a H-68, H-6a H-1, H-3, H-6p,
H-6a
6p 2.93 H-6a, H-6a H-60, H-6a H-60., H-6a,
NCH;
6a 4.65 H-6a, H-63 H-60, H-6 H-1, H-4a, H-6q,
H-6p, NCH;
9 7.44 - - -
12 6.90 - - H-1, H-4eq,
H-4ax, H-4a,
OCH,O 6.09, 6.08 - - -
NCH; 2.60 - - H-3, H-4ax, H-4a,

H-6B, H-6a

Tablo 13. GN-6 Bilesiginin 1D ve 2D NMR Bulgular1 (3)
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'H BC/HSQC HMBC
1 5.39 126.3 C-3,C-12b
2 5.90 136.2 C-4, C-12b
3 4.49 64.3 C-1,C-2
4eq | 2.53 335 C-12b
dax 1.85 33.5 C-3
4a 3.30 65.8 -
60t 3.17 54.7 C-6a, NCH;
6 2.93 54.7 C-12b, NCHj
6a 4.65 81.1 C-1
8 - 167.5 -
8a - 119.7 .
9 7.44 111.5 C-8, C-8a, C-10, C-11, C-12a
10 - 148.9 -
11 - 154.3 -
12 6.90 105.1 C-8, C-8a, C-9, C-10, C-11, C-12b
12a - 143.8 -
12b - 473 -
OCH,0 6.09, 6.08 104.0 C-10, C-11
NCH; 2.60 43.5 C-4a, C-6

Tablo 14. GN-6 Bilesiginin 1D ve 2D NMR Bulgular (8)
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G. GN-7 BILESIGININ SPEKTRAL BULGULARI

[a]p +205.9° (MeOH, konstr. 0.117).

UV (Spektrum No 62)
MeOH

Amaks nm (log €) 231 sh (4.30), 285 sh (3.35), 319 (3.18).

CD (Spektrum No 63)
MeOH
nm (log €) 350 (0), 323 (+0.98), 300 (-0.08), 293 (+0.09), 273, (-1.43), 257 (+0.02),

238 (+30.19), 221 (+ 9.63), 212 (+12.53), 212 nm 6tesinde negatif kuyruk.

IR (Spektrum No 64)
CHCl;
Vmaks cm’! 2990, 2960, 2920, 2850, 2820, 1695, 1645, 1600, 1500, 1485, 1465, 1450,

1440, 1425, 1400, 1390, 1380, 1330, 1265, 1215, 1160, 1120, 1090, 1040, 980, 935.

ESI Kiitle (Spektrum No 65)

m/z 327 [M+H'].

'H NMR (Spektrum No 66)
600 MHz, CD5Cl
8 8.21 (1H, s, H-8), 6.93 (1H, s, H-12), 6.83 (1H, s, H-9), 6.13 (1H, d, /~10.1, H-2),

6.02 ve 6.01 (2H, 2s, OCH;0), 5.49 (1H, d, J=10.1, H-1), 4.25 (1H, br s, H-6a), 3.78
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(1H, m, H-3), 3.65 (1, m, H-4a), 3.45 3H, s, OCH3), 2.89 (3H, s, NCH;), 2.22 (1H,

dt, J=14.1, 5.2, H-4B), 1.91 (1H, ddd, /~14.1, 9.4, 2.6, H-4ax).

BC NMR (Spektrum No 67)

150 MHz, CDsCl

§ 171.8 (C-6), 158.1 (C-8), 150.8 (C-11), 147.6 (C-10), 130.9 (C-12a), 130.5 (C-1),
129.6 (C-2), 120.1 (C-8a), 108.8 (C-9), 108.5 (C-12), 101.9 (OCH;0), 70.9 (C-3),

68.0 (C-6a), 62.4 (C-4a), 56.4 (OCHs), 40.6 (C-12b), 28.1 (NCH), 26.7 (C-4).

'H, '"H DQF-COSY (Spektrum No 68) (Tablo 15)
TOCSY (Spektrum No 69) (Tablo 15)

HSQC (Spektrum No 70) (Tablo 16) |

HMBC (Spektrum No 71) (Tablo 16)

NOESY (Spektrum No 72) (Tablo 15)
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H S 'H, 'H DQF- TOCSY NOESY
COSY
1 549 H-2 H-2, H-4a, H-4p, | H-2, H-6a, H-12
H-4a
2 6.13 H-1 H-1, H-3, H-4a, | H-1,H-3, OCH;
H-4$, H-4a
3 3.78 H-4a, H-48 | H-1, H-2, H-40, | H-2, H-4a, H-48,
H-4p, H-4a OCH; NCH;
4q 1.91 H-3, H-4, H-2, H-3, H-4p, H-4B, H-4a,
H-4a H-4a H-12
48 222 H-3, H-4q, H-1,H-2,H-3, | H-3, H-4a, H-4a,
H-4a H-4a, H-4a NCH,;
4a 3.65 H-4a, H-4p | H-1, H-3, H-4a, H-4a, H-48,
H-48 H-12, NCH;
6a 425 - H-8, NCH; H-1
8 8.21 - H-6a H-9
9 6.83 - - H-8
12 6.93 - - H-1, H-4a, H-4a,
OCH,O 6.02, 6.01 - - -
OCH; 3.45 - - H-2, H-3, H-40,
H-4B
NCH; 2.89 - H-6a H-3, H-4cr, H-4B,
H-4a

Tablo 15. GN-7 Bilesiginin 1D ve 2D NMR Bulgular (8)
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'H BC /HSQC HMBC
] 5.49 130.5 C-3,, C-4a, C-6a, C-12a, C-12b
2 6.13 129.6 C-4, C-12b
3 3.78 70.9 OCH;
4o 1.91 26.7 C-2, C-3, C-4a, C-12b
48 222 26.7 C-2, C-3, C-4a, C-12b
4a 3.65 62.4 C-1, C-3, C-6, C-12a, C-12b
6 - 171.8 -
6a 4.25 68.0 C-1, C-4a, C-6, C-8
8 8.21 158.1 C-6a, C-8a
8a - 120.1 -
9 6.83 108.8 C-8, C-10, C-11, C-12, C-12a
10 - 147.6 -
11 - 150.8 -
12 6.93 108.5 C-8, C-8a, C-9, C-10, C-11, C-12a,
C-12b
12a - 130.9 -
12b - 40.6 -
OCH;0 6.02, 6.01 101.9 C-10, C-11
OCHj 3.45 56.4 C-3
NCH; 2.89 28.1 C-4a, C-6, C-6a

Tablo 16. GN-7 Bilesiginin 1D ve 2D NMR Bulgular (3)
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H. GN-8 BILESIiGININ SPEKTRAL BULGULARI

[a]lp +142.64° (MeOH; konstr. 0.1977).

UV (Spektrum No 73)
MeOH

Amaks 1 (log €) 203 (4.75), 234 sh (4.12), 290 (3.70).

CD (Spektrum No 74)
MeOH
nm (log €) 324 (0), 287 (-1.19), 263 (0), 240 (+10.55), 226 (+5.70), 207 (+70.47),

207 nm 6tesinde negatif kuyruk.

IR (Spektrum No 75)
KBr

Vaaks € 3340, 3030, 2970, 2940, 2850, 2820, 2800, 1500, 1485, 1460, 1395, 1350,
1325, 1310, 1250, 1235, 1190, 1170, 1130, 1105, 1085, 1040, 1015, 1005, 990, 970

>

950, 935, 920, 870, 820, 770, 730, 710.

EI Kiitle (Spektrum No 76)
m/z (%) 331 (M, 45), 316 (9), 298 (12), 260 (5), 248 (11), 247 (100), 227 (9), 201
(16), 199 (13), 181 (12), 173 (14), 153 (10), 141 (11), 115 (26), 102 (8), 77 (15), 71

(64), 70 (87), 63 (16), 55 (12), 53 (11), 51 (16).
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"H NMR (Spektrum No 77)

600 MHz, CD;0D

8 6.75 (1H, s, H-12), 6.54 (1H, s, H-9), 6.06 (1H, dt, J=10.4, 1.3, H-2), 5.88 ve 5.87
(2H, 2d, /~1.2, OCH,0), 5.63 (1H, dd, J=10.4, 1.6, H-1), 4.94 (1H, dd, J=14 8, 0.5,
H-8ar), 4.58 (1H, d, /=14.8, H-88), 4.13 (1H, dddd, /<9.8, 6.5, 2, 2, H-3), 3.45 (3H,
s, OCH3), 3.21 (1H, d, J=10.9, H-6c), 2.83 (1H, m, H-4a), 2.64 (1H, d, J=10.9, H-
6B), 2.39 (3H, s, NCHs), 2.23 (1H, dddd, /=13.7, 6 4, 3.9, 1.2, H-4a), 1.56 (1H, ddd,

J=13.6, 10.0, 2.5, H-4B).

3C NMR (Spektrum No 78)

150 MHz, CD;0D

8 148.0 (C-10), 147.9 (C-11), 131.0 (C-1), 130.8 (C-2), 129.1 (C-12a), 127.5 (C-8a),
110.2 (C-12), 105.1 (C-9), 102.7 (C-6a), 102.4 (OCH,0), 74.6 (C-3), 72.0 (C-4a),

66.3 (C-6), 62.7 (C-8), 56.6 (OCH;), 51.3 (C-12b), 43 .2 (NCH3), 27.5 (C-4).

DEPT 135 (Spektrum No 79)
'H, "H DQF-COSY (Spektrum No 80) (Tablo 17)
HSQC (Spektrum No 81) (Tablo 18)

HMBC (Spektrum No 82) (Tablo 18)
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H 8 'H, '"H DQF-COSY

1 5.63 H-2

2 6.06 H-1

3 4.13 H-4o, H-46

4oL 2.23 H-3, H-48

48 1.56 H-3, H-4a.

4a 2.83 H-4a

60, 3.21 H-68

6B 2.64 H-60

8at 4.94 H-8p

8B 458 H-8at

9 6.54 .

12 6.75 2
OCH;0 5.88,5.87 -
OCH; 3.45 .
NCH; 2.39 -

Tablo 17. GN-8 Bilesiginin 1D ve 2D NMR Bulgulari (5)
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'H BC /HSQC HMBC
1 5.63 131.0 C-3,, C-4a, C-6a, C-12a, C-12b
2 6.06 130.8 C-4, C-12b
3 4.13 74.6 C-1, C-4, OCH3
4ot 2.23 27.5 C-2, C-3, C-4a, C-12b
48 1.56 27.5 C-3, C-4a
4a 2.83 72.0 C-1, C-3, C-12b, NCH;
60 3.21 66.3 C-4a, C-6a, C-8, NCH;
6B 2.64 66.3 C-4a, C-6a, C-12a, C-12b, NCH;
6a - 102.7 -
8at 4.94 62.7 C-6a, C-8a, C-9, C-10, C-12,
C-12a, C-12b
8B 4.58 62.7 C-6a, C-8a, C-9, C-10, C-12,
C-12a, C-12b
8a 4 127.5 -
9 6.54 105.1 C-8, C-11, C-12, C-12a, C-12b
10 - 148.0 -
11 - 147.9 -
12 6.75 110.2 C-8, C-8a, C-9, C-10, C-12a, C-12b
12a - 129.1 -
12b - 51.3 -
OCH,0 5.88,5.87 102.4 C-10, C-11
OCH; 3.45 56.6 C-3
NCH; 2.39 432 C-4a, C-6, C-6a, C-12b

Tablo 18. GN-8 Bilesiginin 1D ve 2D NMR Bulgular1 (8)
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I. GN-9 BILESIGININ SPEKTRAL BULGULARI

UV (Spektrum No 83)
MeOH

Amaks N (log €) 219 (4.17), 240 (4.16), 294 (3.88).

IR (Spektrum No 84)

CHCl3

Vimaks CT 2990, 2960, 2880, 2810, 2770, 1600, 1580, 1500, 1480, 1455, 1430, 1420,
1360, 1315, 1275, 1220, 1165, 1125, 1100, 1080, 1040, 1000, 955, 935, 870, 850,

835.

EI Kiitle (Spektrum No 85)
m/z (%) 239 (M", 17), 238 (100), 225 (5), 196 (8), 180 (6), 168 (5), 139 (4), 107 (4),

86 (3), 77 (<3), 43 (4), 31 (6).

ESI Kiitle (Spektrum No 86)

m/z 240 [M+H'].

'H NMR (Spektrum No 87)
300 MHz, CDsCl
8 7.51 (14, td, J=7.6, 1.7, H-3), 7.46 (1H, s, H-10), 7.21 (1H, dd, /=7.4, 1.7, H-1),

7.04 (1H, td, /~=7.5, 1.1, H-2), 6.97 (1H, dd, /=74, 0.8, H-4), 6.89 (1H, s, H-7), 6.21
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(2H, s, OCH,0), 4.48 (1H, d, J=12.0, H-601), 4.41 (1H, d, J/=12.0, H-6B), 2.95 GH, s,

NCH3).

C NMR (Spektrum No 88)

75 MHz, CD,Cl

0 147.5 (C-8%), 147.4 (C-9%), 146.5 (C-4a), 133.8 (C-6a), 131.0 (C-10a), 129.9 (C-
4), 128.9 (C-2), 127.2 (C-10b), 118.1 (C-3), 110.8 (C-7**), 110.2 (C-10**), 109.8

(C-1), 101.2 (OCH;0), 63.6 (C-6), 30.8 (NCH).

DEPT 135 (Spektrum No 89)

* C-8 ve C-9’un kimyasal kayma degerleri birbirleriyle degisebilir.

**C-7 ve C-10’un kimyasal kayma degerleri birbirleriyle degisebilir.
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J. GN-10 BILESIGININ SPEKTRAL BULGULARI

[a]p + 63.5° (MeOH; konstr. 0.222).

UV (Spektrum No 90)
MeOH

Amaks nm (log €) 214 (4.12), 215 (4.12), 233 (3.87), 292 (3.60).

CD (Spektrum No 91)
MeOH
nm (log £) 309 (-0.37), 292 (-1.00), 265 (0), 241 (+7.93), 226 (+3.96), 221 (+4.52),

221 nm otesinde negatif kuyruk.

IR (Spektrum No 92)
CHCl;
vmaks cm”' 3580, 2940, 2860, 1715, 1500, 1485, 1375, 1355, 1330, 1310, 1245, 1185,

1100, 1055, 1040, 1010, 1000, 910, 885, 830, 815, 735, 700, 645.

EI Kutle (Spektrum No 93)
m/z (%) 403 (M, 90), 341 (5), 317 (19), 316 (100), 300 (20), 299 (12), 298 (53), 256
(4), 255 (5), 247 (22), 238 (14), 230 (11), 227 (10), 211 (17), 197 (11), 181 (29), 173

(7), 153 (12), 115 (9), 95 (4), 71 (21), 70 (30).

ESI Kiitle (Spektrum No 94)

m/z 404 [M+H'].
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"H NMR (Spektrum No 95)

500 MHz, CDCl3

$ 6.82 (1H, s, H-12), 6.52 (1H, s, H-9), 5.98 (1H, dd, /=10.8, 0.8, H-2), 5.93 (2H, s,
OCH0), 5.73 (1H, dd, J/=10.4, 1.2, H-1), 5.73 (1H, H-1 sinyali altinda kalmig, H-3),
4.99 (1H, d, J~14.8, H-8), 4.65 (1H, d, J=14.8, H-8), 3.40 (1H, d, J=10.8, H-6a1),
2.96 (1H, br s, H-4a), 2.77 (1H, d, /=108, H-6B), 2.47 (3H, s, NCHz), 2.31 (1H, m,

H-4eq), 1.75 (1H, m, H-4ax).

3-hidroksibiitirik asit
§ 4.24 (1H, m, H-3), 2.57 (1H, dd, J=16.5, 3.3, H-2), 2.48 (1H, dd, /=165, 8.9, H-

2), 1.25 (3H, s, H-4).

3C NMR (Spektrum No 96)

125 MHz, CD;Cl

8 146.6 (C-10 ve C-11), 130.1 (C-1), 129.1 (C-2), 126.9 (C-12a), 125.7 (C-8a), 109.1
(C-12), 104.2 (C-9), 101.6 (C-6a), 101.0 (OCH,0), 69.8 (C-4a), 68.2 (C-3), 65.2 (C-

6), 62.0 (C-8), 49.6 (C-12b), 41.9 (NCH3), 25.9 (C-4).

3-hidroksibiitirik asit

§172.6 (C-1), 64.3 (C-3), 43.0 (C-2), 22.4 (C-4).
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DEPT 135 (Spektrum No 97)

'H, '"H DQF-COSY (Spektrum No 98) (Tablo 19)
TOCSY (Spektrum No 99) (Tablo 19)

HSQC (Spektrum No 100) (Tablo 20)

HMBC (Spektrum No 101) (Tablo 20)

NOESY (Spektrum No 102) (Tablo 19)
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H 5 'H, '"H DQF- TOCSY NOESY
COSY
1(3) 5.73 H-2, H-4eq, H-2, H-4eq, H-2, H-4eq, H-12
H-4ax H-4ax, H-4a
2 5.98 H-1 (3) H-1 (3), H-4eq, H-1 (3)
H-4a
4eq 231 H-3, H-4ax, H-1 (3), H-4ax, | H-3, H-4ax, H-4a,
H-4a H-4a NCH;
4ax 1.75 H-3, H-4eq, H-1 (3), H-4eq, | H-3, H-4eq, H-4a,
H-4a H-4a H-12
4a 2.96 H-4eq, H-4ax H-1 (3), H-2, H-4eq, H-4ax,
H-4eq, H-4ax NCH;
6a 3.40 H-683 H-6[3 H-6p
6B 2.71 H-6a H-6a H-6a, NCH;
8 4.99 H-8 (4.65) H-8 (4.65), H-9 H-8 (4.65) ,H-9
8 4.65 H-8 (4.99) H-8 (4.99), H-9 H-8 (4.99), H-9
9 6.52 - H-8 (4.99, H-8 (4.99, 4.65)
4.65), H-12
12 6.82 - H-9 H-1, H-2, H-4eq,
H-4ax, H-4a
OCH,0 5.93 - - -
NCH; 2.47 - - H-3, H-4eq, H-4a,
Hoé6a, H6B
2 2.57 H-2 (2.48), H-2 (2.48), H-3, | H-2(2.48), H-3,
= H-3 H-4 H-4
S
:'5;_-_‘3 2 2.48 H-2,(2.57), | H-2(2.57),H-3, | H-2(2.57), H-3,
5 H-3 H-4 H-4
L
'§ 3 424 H-2 (2.57, H-2(2.57,2.48), | H-2(2.57, 248),
-'_‘E? 2.48), H4 H-4 H-4
A
4 1.25 H-3 H-2(2.57,2.48), | H-2(2.57,2.48),
H-3 H-3 J

Tablo 19. GN-10 Bilesiginin 1D ve 2D NMR Bulgular1 (8)
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'H BC/HSQC HMBC
1 5.73 130.1 C-2, C-3, C-4a, C-6a, C-12b
3 68.2
2 5.98 129.1 C-4, C-12b
4eq 231 25.9 C-2, C-3, C-4a, C-12b
4ax 1.75 259 C-3, C-4a
4a 2.96 69.8 -
60 3.40 652 C-4a, C-6a, C-8, NCH;
6B 2.77 65.2 C-4a, C-6a, C-12b, NCH;
6a - 101.6 -
8at 4.99 62.0 C-6a, C-8a, C-9, C-12, C-12a,
C-12b
3B 4.65 62.0 C-6a, C-8a, C-9, C-10, C-12,
C-12a, C-12b
8a - 125.7 ’
9 6.52 104.2 C-8, C-10(11), C-12, C-12a, C-12b
10 - 146.6 -
11 . 146.6 s
12 6.82 109.1 C-8, C-8a, C-9, C-10 (11), C-12a,
C-12b
12a - 126.9 3
12b - 49.6 -
OCH;0 5.93 101.0 C-10, C-11
NCH; 2.47 41.9 C-4a, C-6, C-6a
3l 1 - 172.6 -
g 2 2.57 43.0 C-1,C-3,C-4
;% P 2.43 43.0 C-1,C-3, C-4
é 3 424 64.3 C-1,C-4
-l 4 1.25 22 4 C-1,C-2,C-3

Tablo 20. GN-10 Bilesiginin 1D ve 2D NMR Bulgulan (6)
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K. GN-11 BILESIGININ SPEKTRAL BULGULARI

[o]p+71.2° (MeOH, konstr. 0.125).

UV (Spektrum No 103)
MeOH

Aenais N (log €) 209 (4.36), 227 (4.39), 267 (3.95), 307 (3.79).

CD (Spektrum No 104)
MeOH
nm (log €) 335 (0), 317 (-0.42), 298 (0), 272 (-4.85), 260 (+0.04), 251 (+3.24), 243

(-0.09), 233 (-8.55), 223 (+0.02), 205 (+22.63), 205 nm otesinde negatif kuyruk.

IR (Spektrum No 105)

KBr

Vmaks €M™ 3420, 2920, 2840, 2790, 1710, 1650, 1640, 1610, 1575, 1550, 1510, 1500,
1485, 1460, 1450, 1430, 1345, 1305, 1280, 1260, 1215, 1155, 1075, 1055, 1035,

1025, 1000, 945, 910, 890, 850, 780.

EI Kiitle (Spektrum No 106)
m/z (%) 301 (M', <3), 285 (<3), 140 (4), 109 (100), 108 (18), 98 (6), 83 (11), 55 (6),

43 (8).

ESI Kiitle (Spektrum No 107)

m/z 302 [M+H'].
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'H NMR (Spektrum No 108)

300 MHz, CDsOD

5 7.41 (1H, s, H-8), 7.10 (1H, s, H-11), 5.60 (1H, br s, H-4), 4.82 (1H, ¢oziicii sinyali
altinda kalmg, H-5a), 3.96 (3H, s, OCHj), 3.23 (1H, m, H-2), 2.82-2.76 (3H, m, H-5,
H-5, H-11¢), 2.65-2.53 (3H, m, H-3, H-3, H-11b), 2.47-2.41 (1H, m, H-2), 2.10 (3H,

S, NCHg).

C NMR (Spektrum No 109)

75 MHz, CD;0D

8 167.7 (C-7), 153.8 (C-10), 148.0 (C-9), 140.2 (C-3a), 137.2 (C-11a), 117.9 (C-Ta),
117.7 (C-4), 117.0 (C-8), 112.1 (C-11), 79.0 (C-5a), 68.2 (C-11c), 57.1 (C-2), 56.7

(OCH3), 43.5 (C-11b), 43.3 (NCHs), 32.0 (C-5), 28.4 (C-3).

DEPT 90 (Spektrum No 110)
DEPT 135 (Spektrum No 111)

NOESY (Spektrum No 112)
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V. TARTISMA VE SONUC

Amaryllidaceae alkaloitleri ilging fizyolojik ve farmakolojik etkilere sahip
olduklart igin bilim adamlarinin ve bu dogrultuda fitokimyacilarnin da ilgisini
¢ekmektedir. Umit vaadeden farmakolojik aktivitelere sahip yeni alkaloitlerin veya
ilging yeni yapilarin potansiyel kaynaklari olarak Tiirkiye Galanthus tirleri
(Amaryllidaceae) iizerinde c¢aligma grubumuz tarafindan yiinitilen fitokimyasal
aragtirmalar kapsaminda Kuzeybati Turkiye i¢in endemik olan Galanthus plicatus

Bieb. subsp. byzantinus (Baker) D. A. Webb bitkisini ele aldik.

Bu amagla Bolu ilimizin Abant Golii Ormanct evleri mevkii ve gevresinden
(1350-1400 m) toplanmig olan bitkinin toprakalti ve toprakistii kisimlar
birbirlerinden aynilmaksizin incelenip, bitkinin igerdigi alkaloitler ekstraksiyon ve
klasik kromatografik yontemler kullanilarak saf halde izole edilmistir. Elde edilen

bilesiklerin yapilar1 modern spektral analiz yontemleri kullanilarak aydimlatilmistir.

Oncelikle bitkinin total alkaloit ekstresi hazirlanmis ve bu ekstre silikajel
situn kromatografisi kullanilarak fraksiyonlandirilmistir. Buradan elde edilen
fraksiyonlarin daha ileri ayinmi ve saflagtiriimasinda preparatif siitun ve preparatif
ince tabaka kromatografisi yontemlerinden yararlamlmigtir.  Gerektiginde

kristalizasyon iglemi de uygulanmustir. Bu ¢aligmalarin neticesinde Dragendorff
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belirtecine olumlu yamt veren 11 adet bilesik saf halde izole edilmistir. Bu

bilesiklere GN-1"den baglamak iizere GN-11’¢ kadar kod isimleri verilmistir.

Izolasyon galismalarimiz sonucunda saf halde elde edilen soz konusu bu
onbir bilesigin yapilan [alp, UV, CD, IR, kitle (EL, CL, ESD), 1D (‘H NMR, ®C
NMR, DEPT) ve gerektiginde 2D NMR (‘H, 'H DQF-COSY, TOCSY, HSQC,

HMBC, NOESY) spektroskopik yontemlerinden yararlamlarak aydmnlatiimigtir.
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A. GN-1 [TRISPHAERIDINE)

A kodlu ana fraksiyondan amorf halde elde edilen 9.9 mg agirhgindaki ve

Dragendorft belirtecine olumlu yamt veren bilegige, GN-1 kodu verilmistir.

Bilesigin détérometanol iginde ve 300 MHz NMR spektrometresinde alinan
'H NMR spektrumunda izlenen toplam 9 protona ait sinyalin kimyasal kayma
degerlerinin 8 8.95 ve 6.15 arasinda oldugu gorulmigstir. Alifatik alanda ¢ozich
sinyali diginda hi¢ sinyal gézlenmedigi i¢in bilesigin tamamen aromatik o6zellik
tasidig1 disinilmiistir. Aromatik sahada & 6.15°te izlenen iki hidrojen degerindeki
singlet, metilendioksi grubunun varhigina isaret etmektedir. & 8.95, 7.94 ve 7.36’da
izlenen birer proton degerindeki singletlerden ilkinin kimyasal kayma degerinin
oldukga yiiksek olmasi, azot gibi bir heteroatoma o-konumda olan imin protonu igin
uygundur. & 7.94 ve 7.36’daki sinyallerin de, birbirlerine gore para konumda olan
hidrojenlere ait olduklan diigiiniilebilir. Bunun diginda, aromatik sahada & 8.43, 7.97,
7.67 ve 7.61°de birer proton degerinde 4 sinyal izlenmektedir. 8 8.43 ve 7.97deki
sinyallerin her ikisi de etkilesme katsayilart 8.1 Hz ve 1.6 Hz olan dublet-dublet
seklinde bolinmiigtir. 8 7.67 ve 7.61°deki sinyallerin ikisi de etkilesme katsayilari
7.8 Hz, 7.0 Hz ve 1.5 Hz olan dublet-dublet-dublet seklinde izlenmektedir. Bu J
degerleri ve boliinmeler, s6z konusu 4 protonun 1,2-disiibstitiie aromatik halkanin

protonlari olduklarina isaret etmektedir.

Bilinen Amaryllidaceae alkaloitlerinin gene!l yapilan g6zonine alindiginda,
'H NMR’dan saglanan bu bilgiler, GN-1 kodlu bilesigin phenanthridine grubundan

olabilecegini dusindtirmektedir.
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Bilesigin >C NMR (75 MHz) spektrumunun degerlendirilmesi sonucunda 14
adet karbonun varligy gorilmigtir. DEPT analizi ise bu karbonlardan 6 tanesinin
katerner, 7 tanesinin metin ve birinin ise metilen karbonu oldugunu ortaya
koymustur. Bunlann iginde en ilgi ¢ekici olan sinyal, 8 152.7°de rezonans yapan
metin karbonudur. Bu karbonun oldukga asagi alanda bulunan kimyasal kayma
degeri, phenanthridine ¢ekirdeginde azot atomuna komsu olan C-6 imin karbonu i¢in
uygundur. 8 103.6’da izlenen metilen karbonuna ait sinyal, molekiilde metilendioksi
grubunun varligim desteklemektedir. 6 1537 ve 150.0’da rezonans yapan
karbonlarin kimyasal kayma degerleri, metilendioksi grubuna o-konumda olan
katerner C-8 ve C-9 igin uygun bulgulardir. S6z konusu iki karbona gore kimyasal
kayma degeri yukar alanda olan § 144 .3 sinyali, azot atomuna a-konumda olan C-4a
katerner karbonu igin uygundur. 8 106.4 ve 100.8’de gériilen sinyaller metilendioksi
substitientinin bulundugu aromatik halkada yer alan ve birbirlerine gore para

konumda bulunan aromatik karbonlara aittir.

Molekiilde metilendioksi grubunun oldugu bilindiginden, en az iki oksijenin
olmas: gerekir. Dolayisiyla 1D NMR deneylerinden saglanan bu bilgilerle,
molekiiliin  kapali formiiliiniin Cy4HoNO, olabilecegi ortaya konulmugtur. Bu
asamada ele alman CI kiitle spektrumunda m/z 224’te goriilen [M+H'] piki de bu

kimyasal formiili dogrulamaktadir.

Yapilan literatir aragtirmalari, GN-1 kodlu bilegiin trisphaeridine
olabilecegini ortaya koymustur. Bilesigin 1D NMR spektrumlari yaninda IR, UV
spektrumlarindan elde edilen bulgularin da trisphaeridine igin literatiirde verilen

degerlerle uyum igerisinde oldugu gorillmiistiir. Bilegikteki hidrojen ve karbon
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kimyasal kayma degerleri, literatiirden yararlanarak yerlestirilmistir (5, 12, 43, 133,

137, 154, 156).

Yukaridaki bilgilerin 1siginda, GN-1 kodlu bilesigin bir Galanthus tirG de
dahil olmak tizere (154) Amaryllidaceae familyasinin gesitli genuslarina ait muhtelif
tirlerde daha once varhigi saptanmig (67) ve asagida agik kimyasal formiliini
gosterdigimiz optikge inaktif phenanthridine alkaloidi olan trisphaeridine oldugu

kesinlik kazanmgtir.

6.15

128.0

1036

106.4 152.7
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B. GN-2 ve GN-3 [N-FORMYLISMINE]

C kodlu ana fraksiyondan amorf halde elde edilen 19.3 mg agirligindaki ve

Dragendorff belirtecine olumiu yanit veren bilesige GN-3 kodu verilmigtir.

Bilesigin 600 MHz NMR spektrometresinde ve dotorokloroform iginde
alinan "H NMR spektrumunda yaklagik 3:1 oraninda bulunan, biri major digeri minor
iki izomere ait sinyaller izlenmektedir. Major izomere ait, aromatik sahada 2 singlet
olarak izlenen aromatik hidrojenlere (8 7.03 ve 6.55) ve birer hidrojen degerinde 2
singlet olarak gorilen bir metilendioksi grubuna (8 5.99) ait sinyaller mevcuttur.
Bunun disinda, aromatik sahada § 7.43, 7.37, 7.31 ve 7.21’de birer proton degerinde
4 sinyal izlenmektedir. 8 7.43’teki protonun etkilesme katsayilari 7.6 Hz ve 1.6 Hz,
3 7.37°deki protonun ise 7.5 ve 1.3 Hz olup, her iki proton da triplet-dublet seklinde
bolinmistiir. 5 7.31°deki protonun etkilesme katsayilart 7.5 ve 1.5 Hz, 8 7.21°deki
protonun ise 7.8 ve 1.0 Hz olup, her ikisi de dublet-dublet seklinde izlenmektedirler.
Bu dért protonun J degerleri ve boliinmeleri molekiilde bir ABCD sisteminin
dolayisiyla 1,2-disiibstitile aromatik bir halkamn varhgma isaret etmektedir.
Aromatik sahada ilging olan sinyal ise & 8.13’te izlenen singlettir. Bu singletin
kimyasal kayma degerinin olduk¢a asag alanda olmast, bu protonun muhtemelen bir
¢ifte bag ve heteroatomdan etkilendigini diisiindirmektedir. Alifatik alanda & 2.92’de
goriilen 3 hidrojen degerindeki keskin singlet, molekiilde oldukga asagi alana kaymig
bir N-metil grubunun varhgina isaret etmektedir. Buna ilaveten, yine alifatik alanda
kimyasal kayma degerleri olduk¢a asag: alana kaymig & 4.33 ve 4.30°da etkilegme
katsayilar1 12.4 Hz olan iki dublet izlenmektedir. Bu sinyallerin gerek kimyasal

kayma ve gerekse J degerleri, oksijen gibi bir heteroatoma a-konumda olan izole
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metilen protonlarina ait olduklarim disiindiirmektedir. Ozet olarak, bilesigin 'H

NMR spektrumunda toplam 14 hidrojene ait sinyal izlenmektedir.

Bilesigin *C NMR (150 MHz) spektrumunda toplam 16 karbona ait sinyal
mevcuttur. DEPT analizi sonucunda bu sinyallerden 6 tanesinin katerner, 7 tanesinin
metin, 2 tanesinin metilen ve birinin ise metil karbonlarina ait oldugu goralmistir.
Bu sinyallerden en ilgi ¢ekici olam & 163.2’de rezonans yapan karbondur. Bu
karbonun kimyasal kayma degeri molekiilde bir karbonil grubunun varlifina isaret
etmektedir. Ayrica IR spektrumunda 1720 cm™’de siddetli bir absorpsiyon goriilmesi
de bunu dogrulamaktadir. Bilgi saglayici bir diger sinyal ise & 62.5’te rezonans
yapan karbondur. Bu karbonun kimyasal kayma degeri oksijen gibi bir heteroatoma

a-konumda olan benzilik bir metilen karbonu i¢in uygundur.

Molekiilde bir metilendioksi ve bir karbonil grubu oldugu bilindiginden en az
3 oksijenin olmasi gerekir. Karbon sayist 16, hidrojen sayisi ise 14 bulunmustur. Tek
azotlu bilesiklerde kural olarak tek sayida hidrojen bulunmasi gerektiginden,
bilesigin biyiik bir olasihikla bir hidroksil grubuna ait degigebilen bir hidrojen
tasidigr divgiinilmistir. IR spektrumunda 3350 cm’de gorillen absorpsiyon da
hidroksil grubunun varligin1 desteklemektedir. Bu durumda, molekilin kap‘ah
formiilis igin Ci6Hi1sNOQy Onerilebilir. ESI kiitle spektrumunda m/z 286’da goriilen

[M+H] piki, hesaplanan molekiil agirligi olan 285 ile uyum icindedir.

Bilinen Amaryllidaceae alkaloitlerinin genel yapilart gézonine alindiginda,
1D NMR analizlerinden elde edilen bu bulgular, bilesigin phenanthridine alt grubuna
ait olabilecegini diigiindiirmektedir. Ancak bununla birlikte, bilesigin kesin olarak

yapistmt belirlemek amactyla aynintili 2D NMR analizlerinin yapilmasina gerek
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gorilmistiir. Bu amagla bilesigin 600 MHz NMR spektrometresinde 'H, 'H DQF-

COSY, HSQC, HMBC ve NOESY analizleri gergeklestirilmigtir.

'H, 'H DQF-COSY, HSQC, HMBC ve NOESY deneylerinden elde edilen
bulgulardan yararlamlarak bilesigin ana iskeletinin olusturulmasina metilendioksi
siibstitiientinin bulundugu halkadan baglanmustir. 2 ve 3 bag aracihgiyla olan (AJen
ve 3JcH) karbon-hidrojen korelasyonlarinin  saptandizi HMBC deneyinden
yararlanarak, metilendioksi protonlanimin 3 bag araciigiyla § 1479 ve 147.1°de
rezonans yapan karbonlarla yaptiklan korelasyonlar gorilmistir. Bu durumda, 8
147.9 (C-8) ve 147.1 (C-9)’deki karbonlar metilendioksi protonlarimin aromatik
halkaya baglandigy yoérede bulunan katemer karbonlar olmalidirlar. 8 6.55’teki
proton, 2 bag aracihigiyla & 147.1 (C-9) ve 3 bag aracihfiyla 147.9 (C-8)daki
karbonlarla korelasyon yapmaktadir. § 7.03’teki protonun ise & 147.1 (C-9)’deki
karbon ile *Jeu, 147.9 (C-8)’daki karbonla ZJoy korelasyonlari griilmektedir.
Dolayisiyla metilendioksi grubuyla bu iki protonun aym: halkada yer aldiklan
saptanmsgtir. & 7.03 (H-7)’teki proton en fazla bilgi verici korelasyonunu, 3 bag
aracthfiyla, halka disinda yer alan & 62.5 (C-6)’te rezonans yapan karbonla
yapmaktadir. HSQC deneyinde bu karbon iizerinde, hidroksil grubuna o-konumda
bulunan ve 'H, 'H DQF-COSY deneyinde birbirleriyle etkilesen izole metilen grubu
protonlarinin (8 4.33 ve 4.30) yer aldig1 saptanmigtir. Bu durum, aromatik halkaya
bagh primer alkol grubunun varligma isaret etmektedir. Burada belirtilmesi gereken
bir husus ise bu hidrojenlere ait sinyallerin, beklenenin aksine béliinme
gostermeleridir. S6z konusu protonlarin manyetik ekivalan olmadigim belirten bu
bolinme, molekilde muhtemel bir konformasyonel kisitlamamn varligim

dugtindirmektedir. Bu protonlar (§ 4.33 ve 4.30) ve H-7 (§ 7.03) 3 baj aracihfiyla &
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130.5 (C-10a)’teki karbonla korelasyon yapmaktadir. § 4.33 ve 4.30 (H-6) ile 6 132.1
(C-6a) arasinda %Jcy korelasyonlar izlenmektedir. Ayrica 8 6.55 (H-10)’teki proton §
132.1 (C-6a)’deki karbonla 3 bag aracilifiyla etkilesmektedir. H-10 (8 6.55) en fazla
bilgi verici korelasyonunu, 3 bag aracihgiyla aromatik halka disinda yer alan & 137.4
(C-10b)’teki katerner karbonla yapmaktadir. '"H NMR’da 1,2-disiibstitiie benzen
halkasinda bulundugu tespit edilmig olan & 7.31°deki proton ise bu karbonla
(8 137.4) 2 bag aracihgiyla, 130.5 (C-10a)’teki karbonla ise 3 bag aracihigiyla
korelasyon yapmaktadir. Buna gére, 8 130.5 (C-10a) ve 132.1 (C-6a)’deki karbonlar,
strastyla aromatik halkaya 'H NMR’da varlig tespit edilmis 1,2-disiibstitiie benzen
halkasinin ve primer alkol grubunun baglanma yoéresinde bulunan katerner

karbonlardir.

'H NMR’da varhklari tespit edilmis olan 1,2-disiibstitiie benzen halkasina ait
4 hidrojenin kimyasal kayma degerleri (8 7.43, 7.37, 7.31 ve 7.21), gerek 'H
NMR’da gosterdikleri bolinmelerden ve gerekse HMBC ile NOESY deneylerinden
faydalanarak yerlegtirilmistir. 8 7.31°de rezonans yapan dublet-dublet olarak izlenen
proton HMBC deneyinde 3 bag araciligiyla C-10a (8 130.5) ve C-4a (& 140.5) ile
etkilesmektedir. Bu protonun NOESY deneyinde H-10 (8 6.55) ile etkilegmesi
gorilmektedir. 3 7.21°de dublet-dublet olarak izlenen proton ise HMBC deneyinde 3
bag araciligiyla C-10b (8 137.4) ve 2 bag araciligiyla C-4a (8 140.5) ile korelasyon
yapmaktadir. Buna gore, & 7.31 ve 7.21°deki protonlarin sirasiyla 1,2-disiibstitiie
benzen halkasindaki H-1 ve H-4 olduklar tespit edilmigtir. HMBC deneyinde 3 7.21
(H-4) protonunun 3 bag aracilifiyla & 127.7 (C-2)’deki karbonla korelasyonu

mevcuttur. HSQC deneyinde bu karbon tzerinde triplet-dublet seklinde boliinen &
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7.37°deki protonun oldugu tespit edilmigtir. 8 7.31 (H-1)’deki protonun ise & 129.0
(C-3)’daki karbonla yaptigs >Joy korelasyonu goriilmektedir. Triplet-dublet olarak
bolinen & 7.43’teki protonun HSQC deneyinde bu karbon iizerinde oldugu
saptanmugtir. Dolayisiyla 8 7.37 ve 7.43’teki protonlarin swrastyla 1,2-disiibstitie

benzen halkasindaki H-2 ve H-3 olduklar ispatlanmigtir.

N-metil protonlarimin (6 2.92) ise 3 bag aracihifiyla 6 140.5’teki ve 163.2°
deki karbonlarla olan korelasyonlan gorilmektedir. Ayrica NOESY deneyinde N-
metil protonlariyla H-4 (8§ 7.21) karsilikli olarak etkilegmektedir. HSQC deneyinde &
163.2’deki karbon iizerinde bulundugu tespit edilen & 8.13’teki proton ise HMBC
deneyinde 3 bag araciigiyla & 33.2 (N-metil) ve 140.5 (C-4a)’teki karbonlarla
korelasyon yapmaktadir. Buna gore, molekiilde 1,2-disiibstitiic benzen halkasina -

bagli N-metil-N-formil amino grubu da bulunmaktadir.

Bu asamaya kadar spektral analizlerden elde edilen bilgiler, bilesigin bir¢ok
Amaryllidaceae bitkisinde minor alkaloit olarak saptanmig ismine adli alkaloidin

(64, 78, 113, 133, 156) N-formil tiirevi oldugunu ortaya koymustur.

GN-3 kodlu bilesigin '"H NMR spektrumunda minor izomere ait toplam 14
hidrojenin sinyali izlenmektedir. Aromatik sahada 2 singlet olarak goriilen aromatik
protonlara (8 7.03 ve 6.55), bir metilendioksi grubuna (8 5.97) ve 4 aromatik protona
ait (0 7.44, 7.37 ve 7.24’te 2 tane olmak uzere) sinyaller izlenmektedir. & 7.44 ve
7.37°deki protonlar triplet-dublet, 7.24’teki iki proton ise dublet-dublet olarak
bolinirler. Bu dort protonun J degerleri ve boliinmeleri, molekiilde 1,2-disiibstitiie
benzen halkasinin varhifina isaret etmektedir. Ayrica bu sahada & 7.94’te goriilen

sinyalin olduk¢a asagi alanda olan kimyasal kayma degeri, molekillde major
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izomerde oldugu gibi bir formil grubunun oldugunu disindirmektedir. Alifatik
alanda etkilesmeleri 12.2 Hz olan 2 dubletin (8 4.45 ve 4.23) kimyasal kayma
degerlerinin oldukga asag: alanda olmasi minér izomerde de primer alkol grubunun
mevcut oldugunu ortaya koymaktadir. Buna gore, molekiilde hidroksil grubu olmasi
nedeniyle 15 proton olmalidir. & 3.18°de goriilen 3 proton degerindeki sinyal N-metil
grubunun varhgim ve kimyasal kayma degerinin oldukga agag1 alanda olmasi formil
grubuyla siibstitiisyonunu agiklamaktadir. Ozet olarak, '"H NMR spektrumunda major
ve mindr izomerlere ait sinyallerin aym 6zellikte ve kimyasal kayma degerlerinin ¢ok

az farkh oldugu gozlenmistir.

BC NMR spektrumunda da major ve minor izomerler birbirlerine gok benzer
sinyaller vermektedirler. Major izomerde oldugu gibi toplam 16 karbona ait sinyal
izlenmektedir. Mindr izomerde de karbonil grubuna (6 162.5) ve primer alkol

grubuna (6 62.3) ait sinyaller dikkat gekmektedir.

'H, 'H DQF-COSY, HSQC, HMBC ve NOESY deneylerinden elde edilen
bulgulardan faydalanilarak, major izomerde oldugu gibi ana iskeletin
olusturulmasina metilendioksi grubunun bulundugu halkadan baglanmgtir. HMBC
deneyinden yararlanarak metilendioksi protonlarimn (8 5.97) 3 bag aracilifiyla
o 147.6 ve 146.4’te rezonans yapan karbonlarla yaptiklan korelasyonlar saptanmigtir.
Buna gore, 8 147.6 (C-8) ve 146.4 (C-9)’teki karbonlar metilendioksi grubunun
aromatik halkaya baglandigi yorede bulunan katerner karbonlar olmalidirlar.
8 6.55’teki proton, 2 bag araciligiyla 146.4 (C-9) ve 3 bag aracihgiyla 147.6 (C-
8)’daki karbonlarla korelasyon yapmaktadir. § 7.03’teki protonun & 147.6 (C-8)’daki

karbon ile 2Jcu, 146.4 (C-9)teki karbonla *Joy korelasyonlari meveuttur. Bu
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durumda metilendioksi grubu ve s6z konusu iki proton (8 7.03 ve 6.55) aym halkada
yer almaktadirlar. 3 7.03 (H-7)’te rezonans yapan proton, en fazla bilgi wverici
korelasyonunu 3 bag araciligiyla, halka diginda bulunan § 62.3 (C-6)’teki karbonla
yapar. 'H, 'H DQF-COSY deneyinde etkilesen primer alkol grubu protonlarimin
(8 4.45 ve 4.23) HSQC deneyinde bu karbon iizerinde oldugu belirlenmigtir. Bu
protonlar (8 4.45 ve 4.23) ve H-7 (6 7.03) 3 bag araciifiyla & 130.8 (C-10a)’de
rezonans yapan karbonla korelasyon yapmaktadir. H-7 (§ 7.03) ve § 132.4 (C-6a)
arasindaki %Jcy korelasyonlan izlenmektedir. Ayrnica § 6.55’teki proton da § 132.4
(C-6a)te rezonans yapan karbonla 3 bag araciligiyla etkilegmektedir. & 6.55 (H-
10)’teki proton en fazla bilgi verici korelasyonunu 3 bag araciligiyla halka diginda
yer alan § 139.0 (C-10b)’daki katerner karbonla yapmaktadir. 'H NMR’da 12-
distibstitiie benzen halkasinda varlig: tespit edilmis olan, 8 7.24’teki protonun 3 bag
araciligryla 6 130.8 (C-10a)’deki karbon ile korelasyonu mevcuttur. Buna gore,
3 130.8 (C-10a) ve 132.4 (C-6a)’teki karbonlar sirasiyla aromatik halkaya 12-

disuibstitiie benzen halkasinin ve primer alkol grubunun baglanma yoresinde bulunan

katerner karbonlardir.

'H NMR’da varliklart saptanmug 12-disiibstitie benzen halkasimn 4
hidrojeninin kimyasal kayma degerleri (8 7.44, 7.37 ve 7.24) gerek '"H NMR’da
gosterdikleri bolinmelerden ve gerekse HMBC deneyinden saglanan bilgilerden
yararlanarak yerlestirilmistir. § 7.24’te rezonans yapan ve "H NMR’da dublet-dublet
olarak boliindigii saptanmig olan iki proton HMBC deneyinde 2 veya 3 bag

araciligryla C-4a (3 138.7) ve C-10b (8 139.0) ile etkilesmektedirler. Buna gore, soz
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konusu iki protonun (8 7.24) 1,2-disubstitiie benzen halkasindaki H-1 ve H-4

olduklar tespit edilmisgtir.

'H NMR spektrumunda & 7.37’deki proton 2 bag aracihgiyla § 129.0 (C-3) ve
132.4 (C-1)’te rezonans yapan karbonlarla, 3 bag aracilifiyla ise & 128.0 (C-4) ve
139.0 (C-10by’daki karbonlarla korelasyon yapmaktadir. HSQC deneyinde
8 129.0’da rezonans yapan karbon iizerinde bulundugu tespit edilen & 7.44°teki
protonun ise C-1 (8 132.4) ve C-4a (5 138.7) ile 3 bag aracihifiyla yapmg oldugu
korelasyonlar goriilmektedir. Buna gore, & 7.37 ve 7.44’teki protonlarin sirasiyla 1,2-

distibstitiie benzen halkasindaki H-2 ve H-3 olduklar: belirlenmisgtir.

N-metil protonlarinin (8 2.92) ise & 138.7 ve 162.5’teki karbonlarla 3 bag
aracihfiyla olan korelasyonlari izlenmektedir. Ayrica NOESY deneyinde N-metil
protonlariyla H-4 (8 7.24), karglikh olarak etkilesmektedir. HSQC deneyinde
8 162.5’teki karbon tizerinde bulundugu tespit edilen ve & 7.94’te rezonans yapan
protonun ise 538.3 (N-metil) ve 138.7 (C-4a)’deki katerner karbonla >*Jcu
korelasyonu mevcuttur. Dolayisiyla molekiilde major izomerde oldugu gibi 1,2-
distibstitiie benzen halkasina bagli N-metil-N-formil amino grubunun da bulundugu

belirlenmistir.

Sonug¢ olarak, 2D NMR analizlerinden yararlanarak minér izomerin yapisi
ortaya ¢ikarilmis ve major izomerle aym yapisal ozelliklere sahip oldugu

goralmistar.

NOESY deneyinde major izomerde & 8.13 (CHO)’te goriilen proton H-6 (3

4.33 ve 4.30) ile belirgin olarak etkilegsmektedir. N-metil (6 2.92) protonlarimin ise
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H-10 (& 6.55) ile belirgin korelasyonu mevcuttur. Minér izomerde ise & 7.94
(CHO)’teki proton, primer alkol grubu protonlariyla (8 4.45 ve 4.23) ve H-10 (8
6.55) ile etkilesmez. Bu durumda, major ve minor izomerleri ayiran farkin N-metil

ve formil gruplarnin konformasyonundan kaynaklandig: diisiinalmiistiir.

GN-3 kodlu bilesikte kiral merkez bulunmamasina ragmen bifenil sisteminde
sigma baglan etrafinda doniiy sterik olarak kisitlandigi i¢in molekuliin model

tizerinde kiral oldugu diigtiniimastir.

Gerek major ve gerekse mindr izomerlerin N-formil grubu harig karbon ve
hidrojenlerinin kimyasal kayma degerleri ismine i¢in literatiirde verilen degerlerle
uyum igerisindedir (35, 78, 113, 133, 156). Ayrica GN-3 kodlu bilesigin UV ve
karbonil grubu hari¢ IR spektrumlarindan elde edilen bulgularin da ismine igin

literatiirde verilen degerlere uygun oldugu belirlenmistir (78, 133).

Yapilan literatiir aragtirmalari sonucunda doga igin yeni bir madde oldugu
tespit edilen ve 205 ile 206. sayfalarda agik kimyasal formiilii goérilen bilesige N-

formylismine adi verilmistir.
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C kodiu ana situn fraksiyonundan amorf halde elde edilen 21.5 mg
agirhgindaki ve Dragendorff belirtecine olumlu yamit veren bilesige GN-2 kodu
verilmigtir. Bu bilesgigin, 300 MHz NMR spektrometresinde ve dotorokloroform
icinde alman 'H NMR spektrumunun, GN-3 kodlu bilesiginki ile aym oldugu
gozlenmistir. GN-2 kodlu bilesigin '"H NMR spektrumunda aromatik sahada major
izomere ait iki aromatik hidrojene (8 6.95 ve 6.47), birer hidrojen degerinde 2 singlet
olarak izlenen bir metilendioksi grubuna (8 5.92), 8 7.40-7.12 civarinda 1,2-
disiibstitiie benzen halkasinin 4 protonuna ve 3 8.06’da singlet olarak izlenen formil
grubu protonuna ait sinyaller mevcuttur. Alifatik alanda ise etkilegsme katsayilar1 12.4
Hz olan, 2 dublet olarak goriilen primer alkol grubu protonlar: (3 4.26 ve 4.21) ile
5 2.85te 3 hidrojen degerinde singlet olarak goriilen N-metil grubuna ait sinyaller
izlenmektedir. Ayrica bilesigin IR spektrumunda 3440 cm™’de goriilen absorpsiyon

da molekulde bir hidroksil grubunun varhgina isaret etmektedir.

Aromatik sahada, major izomerde oldugu gibi minor izomere ait iki aromatik
protona (6 6.96 ve 6.48), bir metilendioksi grubuna (5 5.91 ve 5.90), § 7.40-7.12
civarinda 1,2-disiibstitiie benzen halkasinin 4 protonuna ve 7.87°de singlet olarak
gorilen formil grubunun hidrojenine ait sinyaller mevcuttur. Alifatik alanda
etkilesme katsayilar1 12.2 Hz olan iki dublet (8 4.37 ve 4.16), primer alkol grubuna
ait olan sinyallerdir. 8 3.10’da ise, 3 proton degerinde N-metil grubuna ait singlet

izlenmektedir.

Bilesigin >C NMR (75 MHz) spektrumunun da GN-3 kodlu bilesiginki ile
ayni oldugu tespit edilmigtir. GN-3 kodlu bilesikte oldugu gibi majér izomere ait 16

karbonun sinyali izlenmektedir. DEPT analizi, bu sinyallerden 6 tanesinin katerner, 7
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tanesinin metin, 2 tanesinin metilen ve birinin ise metil karbonu oldugunu
gOstermigtic. & 163.1°de rezonans yapan karbonun kimyasal kayma degeri,
molekiilde karbonil grubunun varligim ortaya koymustur. IR spektrumunda da 1670
cm’de goriilen siddetli absorpsiyon da bunu dogrulamaktadir. § 62.4’te ve 33.1’de
izlenen sinyaller, sirastyla primer alkol grubu ve N-metil gruplarinin varhigina isaret

etmektedir.

GN-2 kodlu bilesigin *C NMR spektrumunda major izomerde oldugu gibi
mindr izomere ait toplam 16 karbonun sinyali izlenmektedir. 3 162.4’te rezonans
yapan karbonun kimyasal kayma degeri karbonil grubu igin uygun bir bulgudur.
0 62.2 ve 38.1’de izlenen sinyaller, swrasiyla primer alkol grubu ve N-metil

gruplarimin varligina isaret etmektedir.

Gerek 1D NMR spektrumlarinin aynt olmasi ve gerekse GN-2 bilesiginin EI
kutle spektrumunda m/z 285 (% 12)’te molekiiler iyon pikinin gorillmesi nedeniyle
GN-2 ve GN-3 kodlu bilegiklerin identik olabilecekleri diisiiniilmiistiir. Ayrica GN-2
kodlu bilesigin EI kiitle spektrumunda, m/z 257 (% 15) ve 239 (% 18)’da suasiyla
[M-28]" ve [M-46]" iyonlarina ait pikler gorilmektedir. m/z 238 (% 100)’de ise N-
metilendioksifenantridinyum iyonuna ait karakteristik pargalanma piki izlenmektedir

(113).

GN-2 kodlu bilesigin CD spektrumunun GN-3 kodlu bilegiginki ile
karsilagtirildiginda  birbirlerinin  ayna hayali olduklann  gériilmektedir. CD
spektrumlan gekil, siddet ve isaret agisindan farklilik gosterirler. Cogunlukla CD
bantlarimin  sekli ve isaretinin, konfigiirasyon ile iligkili oldugu, 6megin

enantiomerlerin spektrumlarinin birbirlerinin ayna hayali olduklari bilinmektedir
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(160). Asagida ve 210. sayfada agik kimyasal formiili gosterilen GN-2 kodlu
bilesigin karbon ve hidrojen kimyasal kayma degerleri GN-3 kodlu bilesigin
bulgularindan yararlanarak vyerlestirilmigti. GN-2 ve GN-3 kodlu maddeler

uzerindeki teorik ¢aligmalarimiz devam etmektedir.
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C. GN-4 [(+)-PLICAMINE]

Galanthus plicatus subsp. byzantinus bitkisinin D kodlu ana fraksiyonundan
amorf halde elde edilen 3 mg agirligindaki ve Dragendorff belirtecine olumlu yanit

veren bilesige GN-4 kodu verilmigtir.

Bilesigin 600 MHz NMR spektrometresinde ve doétérokloroform iginde
alinan '"H NMR spektrumunda aromatik sahada singlet olarak goriilen 2 aromatik
protona (8 7.60 ve 6.74), etkilesme katsayilar1 1.3 Hz olan iki dublet geklinde goriilen
bir metilendioksi grubuna (8 6.02 ve 6.01) ve 2 olefinik protona (8 6.00 ve 5.54) ait
sinyaller izlenmektedir. Alifatik alanda ise & 2.80°de goriilen 3 proton degerindeki
singlet oldukg¢a asag: alana kaymig bir N-metil grubunun varligim diigindiarmektedir.
Bunun diginda, alifatik alanda & 3.46°da goriilen 3 proton degerinde olan keskin
singlet de alifatik karakterli bir metoksil grubunun varligina isaret etmektedir. 'H
NMR’dan saglanan bu bulgular Amaryllidaceae alkaloitlerinin gesitli alt gruplarinin
¢ok rastlanilan spektral ozelliklerindendir. Ancak bunlara ilaveten, aromatik sahada
8 7.10 ve 6.74’te her biri iki hidrojen degerinde 2 dublete (J 8.4 Hz) ait sinyallerin
varhg dikkat ¢ekmigtir. Bu iki dublet, bilesikte bir p-disiibstitiie benzen halkasinin
varligin digiindiirmektedir. Alifatik alanda, 8 4.50, 4.03, 3.91, 3.87, 3.53, 2.44 ve
1.48’de birer hidrojen degerinde 7 alifatik protona ait sinyaller mevcuttur. & 4.50,
4.03,3.91, 3.87 ve 3.53’te rezonans yapan hidrojenlerin kimyasal kayma degerlerinin
nispeten agagi alanda olmasi bunlarin bir heteroatoma komsu olduklarini
diigindiirmektedir. Bunun diginda, yine alifatik alanda & 2.98-2.89 civarinda 2
hidrojen degerinde multiplet olarak izlenen bir sinyal goriilmektedir. Alifatik alanda

hemen hemen btiin sinyaller belirgin etkilegsmeler gostermigtir. & 3.87°deki sinyal
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ise singlet olarak izlenmektedir. Boylece bilegigin 'H NMR spektrumunda toplam 25

protona ait sinyal gorilmektedir.

Bilesigin C NMR (150 MHz) spektrumunda ise 26 karbona ait sinyal
izlenmektedir. DEPT spektrumu bu karbonlardan 9 tanesinin katerner, 11 tanesinin
metin, 4 tanesinin metilen ve ikisinin ise metil karbonlan oldugunu géstermistir.
Bunlarin iginde en dikkat g¢ekici sinyaller & 161.5 ve 169.8°de rezonans yapan
katerner karbonlara ait olanlardir. Bu karbonlarin kimyasal kayma degerleri, 2
karbonil grubunun varhigina isaret etmektedir. Bu gruplarin varligi, IR spektrumunda
karbonil gerilme frekans alaminda (1700 cm™) siddetli absorpsiyonlarin goriilmesi ile
de desteklenmektedir. Bilesigin *C NMR spektrumunda dikkati ¢eken bir diger
husus, Amaryllidaceae alkaloitlerinin tazettine alt grubuna ait bilesiklerdeki gibi bir
spiro merkezin varligim digindiren & 43.9°da rezonans yapan katerner karbona ait

olan sinyaldir.

ID NMR analizlerinden elde ettigimiz bilgiler, bilesigimizin tazettine’e
benzer bir molekil yapisina sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Ancak bununla
birlikte, tazettine ana iskeletinin haricinde bir 1,4-disiibstitiiebenzen ve 4 tane alifatik
protonun bulunmasi nedeniyle bilesigin kesin olarak yapismi belirlemek amaciyla
ayrintihh 2D NMR analizlerinin yapilmasina gerek goriilmusgtiir. Bu amagla bilesigin
600 MHz NMR spektrometresinde 'H, 'H DQF-COSY, TOCSY, HSQC, HMBC ve

NOESY analizleri gerceklestirilmigtir.

'H, 'H DQF-COSY, TOCSY, HSQC ve HMBC deneylerinden elde edilen
bulgulardan yararlanarak, bilesigin ana iskeletinin olusturulmasina metilendioksi

stibstitiientinin bulundugu A halkasindan baglanmigtir. 2 ve 3 bag araciliiyla olan
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(Jeu ve *Jou) karbon-hidrojen korelasyonlarmin saptandiyn HMBC deneyinden
faydalanarak metilendioksi protonlarinin (8 6.02 ve 6.01) 3 bag aracilifiyla & 151.3
ve 147.8’de rezonans yapan karbonlarla yaptigi korelasyonlar goriilmiigtir. Buna
gore, soz konusu iki karbon metilendioksi grubunun aromatik halkaya baglanma
yoresinde bulunan katerner karbonlar olmahdirlar. & 7.60’ta rezonans yapan
protonun § 147.8 (C-10)’deki karbon ile 2Jcu, 151.3 (C-11)teki karbon ile *Jcn,
8 6.74’teki protonun ise & 151.3 (C-11)teki karbon ile %Jcu, 147.8 (C-10)’deki
karbonla *Joy korelasyonlart mevcuttur. Dolayisiyla bu protonlar, metilendioksi
siibstitientiyle aym halkada yer almaktadirlar. § 7.60’ta rezonans yapan proton
O 135.1°deki karbonla ve & 6.74’teki proton ise & 123.4°teki karbonla 3 bag
aracilifiyla korelasyon yapmaktadir. Bu durumda § 135.1 (C-12a)’de ve 123.4 (C-
8a)’te rezonans yapan karbonlar A halkasinin katerner karbonlar olmalidirlar.
HMBC spektrumunda H-9 (8 7.60), A halkasi diginda yer alan ve & 161.5°te
rezonans yapan karbonil grubu ile 3 bag aracihifiyla etkilesmektedir. Bu durum
muhtemel bir tazettine ¢ekirdeginin C-8 konumunda bir karbonil grubunun yer almig
olabilecegini dusindiirmektedir. H-12 (8 6.74) ise en fazla bilgi verici korelasyonunu
3 bag aracihigiyla yine A halkasi diginda bir merkezde yer alan & 43.9 (C-12b)’daki
katerner karbonla yapmaktadir. Bu karbonun kimyasal kayma degeri, tazettine alt

grubuna ait bilesiklerde bulunan spiro karbon igin uygun bir bulgudur.

'H, "H DQF-COSY spektrumunda & 5.54 (H-1)’teki olefinik proton, sadece
6.00 (H-2) ile etkilesirken, 8 6.00 (H-2)daki proton ayrica & 3.91 (H-3) ile J degeri
5.1 Hz olan bir etkilegme yapmaktadir. HMBC deneyinde & 5.54’teki protonun 3,

9 6.00°daki protonun ise 2 bag araciligiyla & 70.8 (C-3)’deki karbonla korelasyonu
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goriilmektedir. Ilaveten, 6.00 (H-2)’da rezonans yapan proton ile HSQC deneyinde,
uzerinde & 2.44 ve 1.48’deki hidrojenlerin bulundugu saptanan & 30.0 (C-4)’daki
karbon arasinda *Jou korelasyonu izlenmektedir. C-3 (8 70.8) iizerinde yer alan
83.91 (H-3Yin nispeten asagi alanda gorillen rezonansi, aym karbon iizerinde
oksijenli bir siibstitiientin varligim distindiirmektedir. HMBC deneyinde, § 3.46’da
izlenen alifatik karakterli metoksil grubu ile § 70.8°de rezonans yapan C-3 arasindaki
*Jon baglantisi, H-3 (5 3.91) ve metoksil grubu karbonu (5 56.7) arasindaki
korelasyonla da kesin bir gekilde dogrulanmaktadir. NOESY deneyinde, metoksil
grubunun protonlan (6 3.46), §3.91 (H-3) ve 6.00 (H-2) protonlar1 arasindaki
etkilesmeler ve bunun yamsira metoksil grubunun & 2.44 (H-4) ile de etkilesmesinin
mevcut olmasi, metoksil grubunun C-3 iizerinde bulundugunu ispatlamaktadir. H-3
(83.91) aym zamanda 'H, 'H DQF-COSY ve NOESY deneyinde H-4 (8 2.44 ve
1.48) protonlar ile etkilesmektedir. Bunun diginda, & 5.54’teki proton & 59.9 (C-
4a)’daki karbonla 3 bag araciifiyla etkilesmektedir. Buna ilaveten, TOCSY
deneyinde de yukarida bahsedilen biitiin protonlar (H-1, H-2, H-3 ve H-4) ile H-4a
(6 4.03)’min birbirleriyle etkilestikleri gorilmektedir. Dolayisiyla bunlarin muhtemel

bir tazettine yapisinin C halkasindaki diziligleri dogrulanmugtir.

HMBC deneyinde 3 bag aracihgiyla (Jcy) N-metil protonlarimin (8 2.80)
hem §59.9 (C-4a) ve hem de 169.8 (C-6)de rezonans yapan karbonlarla
etkilestikleri goriilmektedir. Buna ilaveten, & 4.03 (H-4a) protonu 3 bag araciligiyla
3 169.8 (C-6)’deki ve 63.9 (C-6a)’daki karbonlarla etkilesmektedir. Boylece ikinci

karbonil grubunun C-6’da oldugu ortaya gikmaktadir. N-metil grubunun nispeten
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agagi alanda goriilen rezonansi, D halkasinin 5 iyeli bir laktam olma 6zelligi ile

uyusmaktadir.

8 3.87°de goriilen singlet, HMBC deneyinde & 169.8 (C-6)’deki karbonla 2
bag araciligryla, 3 133.3 (C-1), 135.1 (C-12a), 161.5 (C-8)’teki karbonlarla 3 baj
aracih@iyla korelasyon yapmaktadir. Buna gore, 8 3.87°de singlet olarak izlenen
sinyalin H-6a’da yer alan metin protonuna ait oldugu saptanmistir. HMBC
spektrumunda C-12b (8 43.9)’nin & 5.54, 4.03 ve 3.87’deki protonlar ile 2 bag
aracihiftyla ve bunun yaminda 8§ 6.00 (H-2)’daki protonla 3 bag aracihgiyla yapmus
oldugu korelasyonlar gorilmektedir. Bu durumda C-12b’nin, muhtemel bir tazettine
yapisinin C ve D halkalarindaki hidrojenler ile beklenen ve bilgi verici korelasyonlar

da saptanmig olmaktadir.

Literatiirde belirtildigi Gizere J53 yaklagik 4 Hz civaninda oldugu zaman,
bilesigin 3 konumundaki konfigiirasyonun (R) oldugu ve metoksil grubunun o , H-
3%un B, ¢ok daha kiiguk etkilesme Kkatsayisi soz konusu oldugunda ise zit
konfigiirasyonun mevecut oldugu ve metoksil grubunun B, H-3’in ise o olarak
yonlendigi bildirilmigtir (61). GN-4 kodlu bilesigimizin "H NMR spektrumunda, /53
5.1 Hz oldugu igin metoksil grubu o, H-3 ise B olarak yonlenmistir. Buna gore, 3

konumundaki konfigiirasyonun (R) olabilecegi diigiiniilmiigtiir.

NOESY deneyinde H-6a (83.87ynin H-1 (85.54) ile belirgin
korelasyonunun olmasi, H-6a’nin o oriyantasyonda olduguna isaret etmektedir.
NOESY deneyinde diger 6nemli ve bilgi verici korelasyonlar H-12 (§ 6.74) ve H-4a
(84.03) arasinda mevcut olanlardir. Bu iki proton arasinda belirgin NOESY

korelasyonlar1 mevcut olmas: nedeniyle H-4a (5 4.03) B olarak yonlenmistir. Ayrica
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H-4a (5 4.03) ile & 1.48 (H-4) arasinda etkilesmenin gozlenmemesi ve H-4a (3 4.03)
ile 3 2.44 (H-4) arasinda goriilen karsilikli korelasyonlar H-4a (8 4.03) ve 8 2.44 (H-
4)’teki protonun yénlenmelerinin ayni olduklarim gostermektedir. Buna gore, 3 1.48
(H-4) ise o olarak yonlenmigtir. Ilaveten, H-6a (5 3.87) ve 1.48 (H-4a)) arasinda
kargilikli etkilegmelerin gozlenmesi bu diigiinceyi dogrulamaktadir. H-12 (8 6.74) ve
H-4a (8 4.03), H-4a ile N-metil protonlan (6 2.80) ve bunun yaninda $ 2.44 (H-48)
ile olan belirgin korelasyonlar, ana iskeletin konformasyonel tercihini ortaya
koymaktadir. Ayrica H-6a (8 3.87) ve N-metil grubu (8 2.80) arasinda korelasyon da

gozlenmektedir.

Buraya kadar elde edilen bilgilerden yararlanarak, tazettine alt grubuna ait bir
bilesigin yapist olusturulabilmistir. Ancak, 'H ve “C NMR spektrumlarinda
varliklar1 tespit edilmis olan bir 1,4-disiibstitie benzen halkasi ile 4 alifatik
hidrojenin (8 4.50, 3.53, 2.98-2.89) bu ana iskelete nasil baglandiklarin1 saptamak

gereklidir.

'H, '"H DQF-COSY deneyinde & 4.50 ve 3.53’te rezonans yapan ve HSQC
deneyinde geminal olduklari dogrulanan protonlarla, & 2.98-2.89°da birbirine ¢ok
yakin kimyasal kayma degerinde multiplet seklinde izlenen 2 protonun izole 4’1ii bir
spin sisteminin tyeleri oldugu gorilmustir. HMBC deneyinde & 2.98-2.89’da
izlenen 2 proton, 2 bag aracilifiyla § 49.5 (C-8') ve 131.0 (C-1')’daki karbonlarla, 3
bag aracilifiyla ise § 130.1 (C-2' ve C-6')’deki karbonlar ile korelasyon yapmaktadir.
HSQC deneyinde bu karbonlar iizerinde & 7.10°da 2 hidrojen degerindeki dublet
seklinde gorilen protonlarin oldugu saptanmuigtir. 3 4.50 ve 3.53 (H-8")teki

protonlarin 8 33.2 (C-7'y’deki karbonla %Jcy ve &4.50 (H-8'Ydeki protonun ise
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8 131.0 (C-1'ydaki karbonla *Jcy korelasyonlan goriilmektedir. NOESY deneyinde
de bu 4 protonun birbirleriyle, &2.98-2.89 (H-7')’da multiplet olarak izlenen
protonlarin ise 2 proton degerindeki dublet (& 7.10) ile etkilestigi gozlenmistir. Bu
durumda bir 4' siibstitiie fenetil artigimin mevcut oldugu disiinilmektedir. C-4' deki
suibstitiientin bir hidroksil grubu oldugu GN-4 kodlu bilegigin UV spektumunda %
I’lik sodyum hidroksit ilavesi sonucunda gorilen batokromik kayma ile
belirlenmigtir. Bu veri IR spektrumunda 3300 cm™’de goriilen genis absorpsiyon
sinyali ile de dogrulanmugtir. & 154.2 (C-4")’de gorulen kimyasal kayma degeri bu
katerner karbon i¢in uygundur. Ayrica & 7.10 (H-2' ve H-6')’daki protonlarin soz
konusu karbonla 3, §6.74 (H-3' ve H-5'Yteki protonlarin 2 bag aracihigiyla

etkilesmesi bunu desteklemektedir.

Ana iskelet yapi ile fenetil grubunun birbirlerine baglanmalar hakkindaki
esas bilgi HMBC spektrumunun incelenmesiyle elde edilmistir. H-6a (3 3.87)’ nin
d 49.5 (C-8')’te rezonans yapan, H-8' (8 4.50 ve 3.53) protonlarinin ise § 63.9 (C-62)
ve 161.5 (C-8)’teki karbonil grubu ile 3 bag aracilifiyla korelasyonlari géralmistiir.
Buna ilaveten, H-6a (8 3.87) ve fenetil grubunun 4°1ii spin sistemi protonlart (§ 4.50,

3.53, 2.98-2.89) arasinda belirgin NOESY korelasyonlar1 da gozlenmistir,

Buraya kadar saglanan bilgilerden, ana iskelet yap: ile p-siibstitiie fenetil
artigmin  baglanmasinin, tazettine tip bir molekal s6z konusu oldugunda, 7
konumundaki oksijen atomu ile yer degistirmig ikinci bir azot atomu iizerinden

gerceklesebilecegi ortaya ¢ikmustir.



218

Bu durumda, GN-4 kodlu bilesigimizin molekil formili CzsH26N206
olmalidir. ESI kiitle spektrumunda m/z 463’te goérilen [M+H'] piki, hesaplanan

molekiil agirlig1 olan 462 ile uyum igindedir.

Muhtemel biyojenetik yolagin, crinine ve tazettine yapilarnimi birbiri ile
iliskilendiren anahtar bir ara urin oldugu varsayilan aminoaldehit tzerinden
yuridigi daginilmistir (164). Tiramin molekiili bu ara uriin ile bir Schiff baz
olusturur ve molekiil igi diizenleme sonrasinda ise halka kapanmas: meydana gelir.
Bunu takip eden hidrasyon ve allilik, benzilik yoreler ile bunun yaninda
karbinolaminin kolayca meydana gelen oksidasyonlari GN-4 bilesigini verebilir

(Sema 1).

GN-4 kodlu bilesigin metanol iginde ¢ekilmis CD spektrumu stereokimyalar
bilinen tazettine alt grubuna ait bilesikler (+)-tazettine ve (+)-3-epimacronine’in (82,
103, 164) CD spektrumlart ile biiyiik benzerlik tagimaktadir. Bu nedenle C-12b’deki
konfigiirasyonun  (S) oldugu  doginalmigtar. Ancak  bilesigin  mutlak

konfigiirasyonunu saptamak miimkin olmamigtir.

Sonu¢ olarak, tazettine yapisimn 7 konumundaki oksijen atomunun yan
zincirde 4-hidroksifenetil artig1 ile siubstitiie azot atomu ile yer degistirdigi, doga igin
yeni bir alkaloit olan GN-4 kodlu bilesik Amaryllidaceae alkaloitlerinin
tarafimizdan plicamine adi verilen yeni bir alt grubunu olusturmaktadir.
Amaryllidaceae familyas: tirlerinde bulunan ilk dinitrojentz alkaloit olma ozelligi
tagtyan ve 220. sayfada agik kimyasal formilii gorilen dekstrojir olan bu bilesige

(+)-plicamine ad: verilmigtir.
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D. GN-5 [ (-}-SECOPLICAMINE]

D kodlu ana fraksiyonun farkl alt fraksiyonlarindan elde edilip D-2 ve D-4
kodlari ile tamimlapan bilesiklerin yapilan 1. TK. ¢aligmalari neticesinde identik
olduklart saptanmistir. Bu fraksiyonlarin birlestirilmesiyle toplam 109 mg
agirhginda amorf halde elde edilen ve Dragendorff belirtecine olumlu yanit veren

bilesige GN-5 kodu verilmistir.

Levojir olan bilesigin 600 MHz NMR spektrometresinde ve dotérokloroform
icinde alman 'H NMR spektrumunda aromatik sahada singlet olarak gorillen 2
aromatik protona (8 6.72 ve 6.46), boliinmeleri 9.9 Hz olan 2 olefinik protona (3 6.33
ve 5.73) ve bir metilendioksi grubuna (8 6.00 ve 5.96) ait sinyaller izlenmektedir.
Alifatik alanda ise 8 2.64°te 3 hidrojen degerinde singlet olarak izlenen sinyal
oldukga asagi alana kaymig bir N-metil grubunun, § 3.44’te 3 proton degerinde
gorilen singlet ise alifatik karakterli bir metoksil grubunun varli§ina isaret
etmektedir. 'H NMR’dan saglanan bu bulgular Amaryllidaceae alkaloitlerinin gesitli
alt gruplarmin ¢ok rastlamlan spektral 6zelliklerindendir. Ancak bunlara ilaveten,
aromatik sahada & 7.03 ve 6.75’te her biri iki proton degerinde 2 dublete (J/ 8.4 Hz)
ait sinyallerin gozlenmesi (+)-plicamine adi verilen GN-4 kodlu bilesigi
hatirlatmaktadir. Bu iki dublet, bilesikte (+)-plicamine’de oldugu gibi bir p-
distibstitiie benzen halkasinin varligina isaret etmektedir. Alifatik alanda & 4.09, 3.96,
3.88, 3.17, 2.79 ve 1.94’te birer hidrojen degerinde, & 2.80°de ise iki hidrojen
degerinde 8 protona ait sinyal izlenmektedir. 5 4.09, 3.96, 3.88 ve 3.17’de rezonans
yapan protonlarin kimyasal kayma degerleri bunlanin bir heteroatoma komsu

olabileceklerine isaret etmektedir. (+)-Plicamine’in "H NMR spektrumundan farkls
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olarak, GN-5 kodlu bilesigin 'H NMR spektrumunda aromatik sahada & 7.23’te
rezonans yapan ve oldukca asag alana kaymig bir protona ait sinyal izlenmektedir.
Alifatik alanda ise 6 4.30 ve 4.12°de izole metilen grubuna ait oldugu disiiniilen ve
etkilesme katsayilann 16.2 Hz olan 2 dublete ait sinyaller goriilmektedir. Bu
protonlarin kimyasal kayma degerlerinin oldukga asag:i alanda olmas: bunlarin azot
gibi bir heteroatoma o-konumda olduklarini digiindirmektedir. Buna ilaveten,
aromatik protonlardan birinin kimyasal kayma degerinin (3 6.46), (+)-plicamine’de
karsilik gelen hidrojenin kimyasal kayma degeri ile karsilaginldiginda (3 7.60)
yaklagik 1.1 ppm yukar alanda olmasinin da bu iki bilesigin yapisal farkliliklarindan
kaynaklandig: diigiiniilmektedir. Bilesigin "H NMR spektrumunda toplam 27 protona

ait sinyal gorilmektedir.

GN-5 kodlu bilesigin *C NMR (150 MHz) spektrumunda (+)-plicamine’de
oldugu gibi 26 karbona ait sinyal izlenmektedir. DEPT spektrumu bu karbonlardan 8
tanesinin katerner, 11 tanesinin metin, 5 tanesinin metilen ve ikisinin ise metil
karbonlari oldugunu gostermistir. Bunlarin iginde en dikkat ¢ekici olan sinyaller, &
166.9’da ve & 163.2°de rezonans yapan karbonlara ait olanlardir. Bu iki karbonun
kimyasal kayma degerleri, bilesikte iki karbonil grubunun bulunduguna isaret
etmektedir. Bu gruplarin varlig, bilegigin IR spektrumunda karbonil gerilme frekans
alaninda (1665 cm™) siddetli absorpsiyonlarin goriilmesi ile de dogrulanmaktadr.
DEPT spektrumunda & 163.2°deki karbonun bir hidrojen tasidign goriilmektedir.
Ayrica C NMR spektrumunda & 52.7°de rezonans yapan katerner karbona ait sinyal
izlenmektedir. Bu kimyasal kayma degeri, tazettine alt grubu bilesiklerde bulunan

spiro karbon i¢gin uygun bir bulgudur. Bunun disinda, (+)-plicamine’in *C NMR
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spektrumu ile kargilastinidiginda kolaylikla gozlenen bir farkhlik ise & 50.7°de

goriilen bir metilen grubuna ait olan sinyaldir.

Gerek '"H NMR ve gerekse 13C NMR’dan saglanan bu bulgular, baz1 yapisal
farklihiklar olmasina ragmen GN-5 kodlu bilesigin (+)-plicamine ile analog oldugunu
diigiindiirmektedir. GN-5  kodlu bilesigin molekiil yapisni  kesin olarak
saptayabilmek igin, 2D NMR analizlerinin yapilmasmna gerek gorilmigtir. Bu
nedenle bilesigin 600 MHz NMR spektrometresinde 2D NMR analizleri (‘H, 'H

DQF-COSY, TOCSY, HSQC, HMBC ve NOESY) gergeklestirilmigtir.

'H, 'H DQF-COSY, TOCSY, HSQC ve HMBC spektrumlarimn
incelenmesiyle saptanan bulgulardan yararlanarak Dbilesigin ana iskeletinin
olusturulmasina metilendioksi siibstitiientinin bulundugu A halkasindan baglanmistir.
2 ve 3 bag aracilifiyla olan (Jeu ve Jon) karbon-hidrojen korelasyonlarinin
saptandigs HMBC deneyinde metilendioksi protonlari (8 6.00 ve 5.96) 3 bag
araciligryla & 147.5 ve 148.0’da rezonans yapan karbonlarla korelasyon yapmaktadir.
Dolayisiyla s6z konusu karbonlar, metilendioksi grubunun aromatik halkaya
baglandigy yorelerde bulunan katerner karbonlar olmalidirlar. § 6.72°de rezonans
yapan proton & 148.0 (C-11)’daki karbon ile 2, 8 147.5 (C-10)’teki karbonla ise 3
bag aracihiftyla etkilesmektedir. Bunun yanisira § 6.46’daki protonun 2 bag
aracihigiyla 8 147.5 (C-10) ve 3 bag aracilifryla & 148.0 (C-11)’daki karbonla yapmus
oldugu korelasyonlar goriilmektedir. flgili HMBC ve HSQC korelasyonlarindan
yararlanarak (+)-plicamine (GN-4)’de ve diger tazettine yapisina sahip bilesiklerde
oldugu gibi metilendioksi grubuyla, 8 6.72 (H-12) ve 6.46 (H-9)’daki protonlarmn

aym halkada yer aldig saptanmlstlr.
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8 6.46 (H-9)’daki proton § 129.2°deki karbonla 3 bag araciligiyla, 6 6.72 (H-
12y’deki proton ise bu karbonla 2, & 124.4’teki karbonla 3 bag araciifiyla
korelasyon yapmaktadir. Bu durumda & 1244 (C-8a) ve & 129.2 (C-12a)’deki
karbonlar A halkasimin katerner karbonlari olmalidirlar. § 6.46 (H-9)’da rezonans
yapan proton, en fazla bilgi verici korelasyonunu A halkasi digindaki bir merkezde
bulunan & 50.7 (C-8)’deki karbonla yapar. GN-5 kodlu bilesigin (+)-plicamine’den
farkli olarak §50.7°de metilen karbonu tagidizn “C NMR spektrumunda
belirlenmisti. HSQC deneyinde izole geminal hidrojenlerin (8 4.30 ve 4.12) bu
karbon tizerinde bulundugu gosterilmistir. § 6.72 (H-12)’de rezonans yapan proton
ise en fazla bilgi verici korelasyonunu 3 bag araciligiyla 8 52.7 (C-12b)’deki katerner

karbonla yapar.

GN-5 kodlu bilesik ve (+)-plicamine arasindaki yapisal farkliliklardan biri
GN-5 kodlu bilesigin C-8’de izole bir metilen grubunun olmasidir. (+)-plicamine’de

aym yorede laktam karbonili mevcuttur.

'H, 'H DQF-COSY spektrumunda & 5.73 (H-1)’teki proton, sadece 6.33 (H-
2)'teki hidrojen ile etkilesirken 'H NMR’da H-2 (5 6.33) ayrica & 4.09 (H-3) ile J
degeri 4.9 Hz olan etkileyme yapmaktadir. H-3"in nispeten agag: alanda goriilen
rezonanst da (+)-plicamine’de oldugu gibi §73.1 (C-3)’de metoksil grubunun
varligim disindiirmektedir. HMBC deneyinde & 3.44’teki metoksil grubunun bu
karbon ile 3 bag, 6 4.09 (H-3)’daki protonun da 8 56.7°deki metoksil grubuyla olan
*Jeu korelasyonu bunu dogrulamaktadir. §4.09 (H-3)’daki proton 'H, 'H DQF-
COSY deneyinde 6 2.79 (H-4) ve NOESY deneyinde de 6 2.79 ve 1.94 (H-4)teki

protonlarla etkilesmektedir. Bunun diginda, HMBC deneyinde & 5.73 (H-1)teki
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protonun 6 73.1 (C-3) ve 61.8 (C-4a)’deki karbonlarla 3 bag, 3 6.33’teki protonun ise
§73.1 (C-3) ile 2 bag ve 29.1 (C-4)’deki karbonlarla 3 bag araciligiyla olan
korelasyonlan izlenmektedir. TOCSY deneyinde H-1 (8 5.73), H-2 (6 6.33), H-3
(64.09), H-4 (§2.79 ve 1.94) ile H-4a (6 3.88)’nin birbirleriyle etkilesmeleri
bunlarin C halkasindaki dizilislerini dogrulamaktadir. Boylece 2D NMR
spektrumiarindan saglanan bilgiler 1;1ginda A ve C halkalarinin (+)-plicamine’inki

ile aynt yapisal 6zelliklere sahip oldugu ortaya koyulmustur.

HMBC deneyinde & 52.7 (C-12b)’deki karbonun § 5.73 (H-1), 3.88 (H-4a)
hidrojenleriyle 2 bag aracilifiyla, 6 6.33 (H-2), 2.79 ve 1.94 (H-4) hidrojenleriyle 3
bag aracihigtyla yapmis oldugu korelasyonlar izlenmektedir. Bu durumda C-12b
karbonunun, C halkasindaki hidrojenler ile beklenen ve bilgi verici korelasyonlar

tespit edilmistir.

Bilesigin >C NMR spektrumunda (+)-plicamine’deki gibi 2 karbonil grubuna
ait sinyal izlenmesine ragmen, HSQC deneyinde bu sinyallerden birinin (3 163.2)
agsag1 alana kaymug & 7.23’teki proton ile etkilegtigi bariz olarak gorilmektedir.
HMBC deneyinde soz konusu hidrojen 8 61.8 (C-4a) ve 27.5 (N-metil)’teki
karbonlarla 3 bag araciligiyla belirgin korelasyon gostermektedir. N-metil protonlar
(82.64) da §163.2 (C-6) ve 61.8 (C-4a) ile *Joy korelasyonlarina sahiptir. Bu
nedenle C-4a (§ 61.8) karbonuna bagli bir N-metil-N-formilamino art:iginin mevcut
olmast gerekir. Bu yapmin muhtemelen (+)-plicamine’de bulunan C(6)-C(6a)
baginin oksidatif olarak kopmasi neticesinde meydana geldigi diginilmektedir.
Sonug olarak bilesi§imiz tazettine tip bilesiklerde bulunan D halkasim

tasimamaktadir.
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(+)-Plicamine’de bulunan D halkasimin, B halkasiyla kaynastigi C-6a
konumundaki oksidatif bag kopmasinin etkisini tammlamak gerekmektedir. Bu
yorede beklenen oksidasyonla uyumlu olarak, bu pozisyon igin geriye kalan tek
uygun C NMR sinyali § 166.9’da rezonans yapan karbonil grubuna ait olandir.
HMBC deneyinde H-8 (6 4.30 ve 4.12) ve H-4a (3 3.88)’nin bu karbon ile 3 bag
araciligiyla yaptigir  korelasyonlar, C-6a’da karbonil grubunun varhigin

dogrulamaktadir.

'H, '"H DQF-COSY spektrumunda, & 3.96 ve 3.17 (H-8')’de rezonans yapan
ve 2.80°de multiplet olarak izlenen protonlarin (H-7'), (+)-plicamine’de oldugu gibi
izole 4’li bir spin sistemine ait hidrojenler olduklar1 gorilmiigtir. HMBC deneyinde
5 2.80 (H-7'Y’deki protonlar 2 bag araciligiyla & 50.5 (C-8'), 3 bag araciligiyla
5 129.8 (C-2' ve C-6")deki karbonlarla korelasyon yaparlar. §3.96 (H-8')daki
proton ise & 32.3 (C-7")’teki karbon ile 2 bag, & 130.1 (C-1")’deki katerner karbonla 3
bag araciligtyla etkilesmektedir. Buna ilaveten, HSQC deneyinde & 129.8 (C-2' ve C-
6')’deki karbonlar tizerinde olduklan saptanan & 7.03 (H-2' ve H-6")’de gériilen iki
proton, 2 bag aracihigiyla & 115.5 (C-3' ve C-5'Yteki karbonlarla korelasyon
yapmaktadir. Bu durumda (+)-plicamine’deki gibi p-siibstitiie fenetil artigimin
mevcut oldugu ortaya ¢ikmugtir. H-8' (8 3.96 ve 3.17) protonlarinin C-6a (8 166.9) ve
C-8 (6 50.7) ile 3 bag araciligtyla yaptiklar korelasyonlar ana iskelet yapist ile p-
siibstitiie fenetil artiginin tazettine yapisimn 7 konumunda oksijen atomu ile yer
degistirmig azot atomu Uzerinden birbirlerine bagli oldugunu ortaya koymaktadir.
HMBC deneyinde 3 bag araciligiyla 6 7.03 (H-2' ve H-6"), 2 bag araciligiyla 6 6.75

(H-3' ve H-5'") protonlar1 § 154.7 (C-4')’deki katerner karbonla etkilesmektedir. Bu
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kimyasal kayma degeri, soz konusu karbonun hidroksil grubu ile sabstitie
olabilecegini diisiindiirmektedir. UV spektrumunda alkali hidroksit (% 1’lik sodyum
hidroksit) ilavesi sonucunda batokromik kayma gorilmesi, C-4' karbonundaki
substitiientin bir hidroksil grubu oldugunu belirlemigtir. Aynca IR spektrumunda
3300 cm "de gorillen genig absorpsiyon sinyali de bunu dogrulamaktadir. NOESY
deneyinde de H-8' (8 3.96 ve 3.17 ) ile H-7' (3 2.80) birbirleriyle, ayrica H-2' ve H-¢'

(6 7.03) ile de etkilesmektedirler.

1D ve 2D NMR deneylerinden saglanan butiin bu bilgilerden hareketle, yapist
ortaya ¢ikarilan GN-5 kodlu bilesigin kapah formilii CzsHsN206 olmalidir. Bu
formiil ig¢in hesaplanan molekiil agirhg 464 olup, ESI kiitle spektrumunda 487

[M+Na'] ve 465 [M+H'] piklerinin goriilmesi de bunu dogrulamaktadir.

GN-5 kodlu bilesigimizin stereokimyasim saptamak amaciyla NOESY
spektrumu degerlendirilmistir. C halkast oldukga esnek olmasina ragmen bu haikanin
protonlarinin ve C-3’teki metoksil grubunun NOESY deneyindeki korelasyonlari C
halkasinin sandalyeye benzer (burkulmus sandalye) konformasyonda olduguna isaret
etmektedir. C-3’teki metoksil grubunun o, H-3"in § olarak yonlendigi J;3’tin
biytkliugu ile tespit edilmistir (67). Buna gore, C-3’teki konfigiirasyonun (R)
olabilecegi dugtinilmugtar. H-4a (53.88) ve H-12 (5 6.72) arasinda NOESY
deneyinde belirgin korelasyon olmasi, H-4a (8 3.88)’nin B olarak yonlendigine isaret
etmigtir. Buna ilaveten, H-4a (5 3.88) ve H-4 (8 1.94) arasinda goriilen karsilikh
korelasyonlar, bunlarin 8 olarak yonlendiklerini ortaya koymustur. H-4a (§ 3.88),
H-6 (87.23) ve N-metil protonlan (§2.64) arasinda karsilikli korelasyonlar da

gozlenmistir. NOESY deneyinden elde edilen bulgulardan yararlanarak & 4.30 ve



228

4.12 (H-8)’de izlenen geminal protonlarin yonlenmeleri tespit edilebilmigtir. Bu
geminal protonlardan & 4.12 (H-8)’de rezonans yapamn, 7 konumundaki azot
atomuna bagh etilenik hidrojenlerle (& 3.17 ve 2.80) belirgin korelasyon gostermest,
uzaysal yakinhgina isaret etmektedir. Ayrica § 4.12 (H-8) ile 7.03 (H-2' ve H-6')
arasinda gozlenen NOESY korelasyonlart 6 4.12 (H-8)’deki protonun o olarak
yonlendigini, & 4.30 (H-8)’daki protonun H-6 (& 7.23) ve N-metil protonlar (5 2.64)

ile etkilesmesi de & 4.30’daki protonun B olarak yonlendigini diisiindiirmektedir.

GN-5 kodlu bilesigin metanol i¢inde alinmig CD spektrumu stereokimyalari
bilinen (+)-tazettine ve (+)-3-epimacronine’inki ile (82, 103, 164) benzerdir. Bu
nedenle C-12b’deki konfigiirasyonun (S) oldugu diginiilmigtiir. Ancak bu bilesigin
de (+)-plicamine’de oldugu gibi mutlak konfigiirasyonunu saptamak mimkiin

olamamugtir.

Biyojenetik agidan en son oksidatif sathadaki bir degisiklik sonucunda
meydana geldigi distinilen bu bilegik (+)-plicamine ile birlikte Amaryllidaceae
alkaloitlerinin plicamine adli yeni bir alt grubunu olusturmaktadir. Bilesige ait
muhtemel biyojenetik yolak (+)-plicamine bilesigi anlatilirken verilen 219. sayfada
yer alan Sema 1°de gosterilmektedir. Doga igin yeni bir alkaloit olan ve 229. sayfada

agik kimyasal formiilii goriilen bu bilesige, (-)-secoplicamine ad1 verilmigtir.
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E. GN- 6 [(+)-3-O-DEMETHYL-3-EPIMACRONINE]

D kodlu ana fraksiyonun farkl: alt fraksiyonlarindan elde edilip, D-1 ve D-5
kodlar1 ile tammlanan maddelerin, yapilan [ TK. g¢aligmalart sonucunda aym
olduklan tespit edilmigtir. Bu fraksiyonlar birlegtirilerek, toplam 5.3 mg aguhga
sahip amorf ve DragendorfY belirtecine olumlu yamt veren bilesik elde edilmis ve bu
bilesige GN-6 kodu verilmistir.

Bilesigin 600 MHz NMR spektrometresinde ve dotérometanol icinde alinan
'"H NMR spektrumunda 15 hidrojene ait sinyal izlenmektedir. Aromatik sahada
singlet olarak goériilen 2 aromatik hidrojene (8 7.44 ve 6.90), etkilesme katsayilart
10.3 Hz olan 2 olefinik protona (& 5.90 ve 5.39) ve yaklagik 0.7 Hz’lik etkilesme
katsayisi ile boliinen birer proton degerinde iki dublet seklinde goriilen bir
metilendioksi (3 6.09 ve 6.08) grubuna ait sinyaller izlenmektedir. Alifatik alanda §
2.60’ta gorilen ¢ proton degerindeki keskin singlet, N-metil grubunun varligina
isaret etmektedir. Bunun diginda, alifatik alanda & 4.65, 4.49, 3.17, 2.93, 2.53 ve
1.85°te 6 protona ait sinyal goriilmektedir. Bu sinyallerden iki tanesinin (8 4.65 ve
4.49) digerlerine gore belirgin oranda agag alana kaymisg olmasi, bunlarin oksijen

gibi bir heteroatoma komgu olduklarim diigiindiirmektedir.

Bilinen Amaryllidaceae alkaloitlerinin genel yapilar gézonine alindiginda,
'H NMR’dan elde edilen bu bilgilerle varliklart saptanan gruplarin nitelikleri ve
sayllani, GN-6 kodlu bilesigimizin, tazettine alt grubuna ait olabilecegini
dustindiirmektedir. GN-6 kodlu bilegigin 'H NMR spektrumu ile (+)-tazettine (GN-8)

bilesiginin 'H NMR spektrumunun benzerlikler tagimasi da bunu dogrulamaktadir,
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GN-6 kodlu bilesigin & 7.44 ve 6.90’da gorilen hidrojenlerinin kimyasal
kayma degerleri arasindaki farkin (A 0.54 ppm), tazettine ile kargilagtirildiginda (A
0.21 ppm) daha fazla oldugu gorilmiigtir. Bu durum, GN-6 bilesiginin aromatik
protoniarindan birinin yakiminda bulunan ve dolaysiyla da bu hidrojenin kimyasal
kayma degerinin asag: alana kaymasina neden olan bir gruptan etkilendigini
disindirmigtir. Buna ilaveten, GN-6 kodlu bilesigin 'H NMR spektrumunu,
tazettine’in '"H NMR spektrumundan belirgin sekilde farklilagtiran en 6nemli husus,
tazettine’in spektrumunda & 3-5 arasinda gorilen iki ¢ift izole metilen grubu

protonlarina ait sinyallerin bulunmamasidir.

GN-6 kodlu bilesigimizin *C NMR spektrumu degerlendirildiginde toplam
17 adet karbona ait sinyal tespit edilmigtir. DEPT spektrumu, bunlardan 6 tanesinin
katerner, 7 tanesinin metin, 3 tanesinin metilen ve birinin ise metil karbonlar
oldugunu gostermistir. Bu asamada, '"H NMR ve *C NMR’dan saglanan bilgilerin
kargilagtirlmasiyla, "H NMR’da 15 hidrojene ait sinyal izlendigi halde *C NMR’da
16 hidrojenin varligi ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumda 'H NMR spektrumunda bir
protona ait sinyalin yaklagik 8 3.30°da muhtemelen siddetli ¢6ziicii sinyali altinda

kalmug olabilecegi dusiiniilmiigtir.

BC NMR spektrumunda § 167.5’te izlenen sinyal ve kimyasal kayma degeri,
muhtemelen bir lakton karbonilinin varhigina isaret etmektedir. Ayrca IR
spektrumunda 1715 e¢m™’de kuvvetli bir absorpsiyon gorilmesi de bu diisiinceyi
dogrulamaktadir. Bunun diginda *C NMR spektrumunda en ilgi ¢ekici ve en fazla
bilgi veren sinyaller, 8 47.3’teki katerner karbona ve 81.1°deki terstyer karbona ait
olanlardir. Bunlardan 3 47.3’te rezonans yapan karbonun kimyasal kayma degeri,

tazettine ana halka yapisindaki spiro karbon, yani C-12b karbonu i¢gin uygun bir



232

bulgudur. 6 81.1’de rezonans yapan karbon ise, oksijene a-konumda ve bu nedenle

de agag: alana kaymug bir tersiyer karbonun varhgina isaret etmektedir.

'H ve C NMR spektral bulgularimn degerlendirilmesi sonucunda,
molekiilde bir metilendioksi ve bir lakton grubu oldugu bilindiginden, yapida en az 4
oksijenin olmasi gerekir. Karbon sayis1 17, hidrojen sayist 16 bulunmugtur. Bilegikte
tek azot oldugu bilindiginden hidrojen sayisi tek olmalidir. Bu durumda bilegikte bir
hidroksil grubunun bulunmas: gerektigi dugiindlmisgtir. Bilesigin IR spektrumunda
2995 cm™de goriilen absorpsiyon bunu desteklemektedir. O halde molekiiliin kapal

formiiliz igin C7H;7NOs onerilebilir.

Bilesigin EI kiitle spektrumunda, m/z 315°teki molekiiler iyon ¢ok zor
farkedilebilir. Ancak bagil bollugu daha fazla olan ve m/z 297 (% 28)’de [M-H,0]"
iyonuna ait pik goriilmektedir. Baz tepe ise m/z 105’te izlenmektedir. Onerilen
Cy7H7NOs kapah formilii icin hesaplanan molekiil agirh@ m/z 316°da [M+H']

iyonunu veren CI kiitle analizi ile de dogrulanmusgtir.

GN-6 bilesiginin yapisimt kesin olarak ortaya koyabilmek igin daha ileri
analizler yapilmigtir. Bu nedenle, bilesigin 600 MHz NMR spektrometresinde

ayrintil1 2D NMR analizleri gerceklestirilmigtir.

Proton ve karbonlarin kimyasal kaymalarinin kesin degerleri 'H, 'H DQF-
COSY, TOCSY, HSQC, HMBC deneylerinden yararlanarak saptanmigtir. Ana
iskeletin olusturulmasma metilendioksi substitiientinin bulundugu A halkasindan
baglanmistir. HMBC deneyinde metilendioksi protonlarinin (6 6.09 ve 6.08) 3 bag
araciligiyla O 148.9 ve 154.3’te rezonans yapan karbonlarla olan korelasyonlar
gorilmigtiir. Aromatik sahada singlet olarak izlenen & 7.44 (H-9)teki proton, soz

konusu karbonlarla sirastyla 2 ve 3 bag araciligiyla korelasyon yapmaktadir. Aym
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zamanda 8 6.90 (H-12)’daki protonunun da 8§ 154.3 (C-11)’teki karbonla 2, & 148.9
(C-10ydaki karbonla 3 bag aracilifiyla olan korelasyonlari izlenmektedir.  Bu
nedenle bu iki proton ve metilendioksi grubu, aym halkada yer almalidirlar. 3 6.90
(H-12)’daki proton, 3 bag araciligiyla & 119.7°de rezonans yapan katerner karbon ile,
§ 7.44 (H-9)’teki proton 2 bag araciligiyla 8 119.7 ve 3 bag aracihgiyla 143.8’deki
karbonla korelasyon yapmaktadir. Bu durumda & 143.8 (C-12a) ve 119.7 (C-8a)
karbonlarinin A halkasinin katerner karbonlart olduklart belirlenmistir. & 6.90 (H-
9)yda gorilen proton, A halkasi diginda bir merkezde yer alan &47.3 (C-12b)
karbonu ile 3 bag araciligiyla korelasyon yapmaktadir. & 7.44 (H-12)’teki protonun
ise yine A halkas: disinda bir merkezde yer alan § 167.5’te rezonans yapan karbonil
grubu ile 3 bag aracihfyla korelasyonu mevcuttur. Buraya kadar saglanan
bilgilerden A halkasina spiro merkez (8 47.3) ve bir- lakton karbonilinin (3 167.5)

bulundugu B halkasinin bagh oldugu gorulmistiir.

'H, 'H DQF-COSY deneyinde & 5.39 (H-1)’daki olefinik dublet, sadece
8590 (H-2) ile etkilesmektedir. HSQC deneyinden yararlanarak bu iki protonun
karbonlarimn sirasiyla 8 126.3 ve 136.2 olduklart saptanmugtir. HMBC deneyinde
8 4.49 (H-3)’da rezonans yapan protonun 8 136.2 (C-2)’deki karbon ile 2, 6 126.3
(C-1)’teki karbonla ise 3 bag araciligiyla yaptigi korelasyonlar goriimektedir. Bu
protonun oldukga yitksek frekansta kimyasal kayma degerine sahip olmasi, aym
karbon iizerinde (8 64.3) oksijenli bir siibstitiisyonun varligim digindirmektedir.
Boylece varligi daha énceden tahmin edilen hidroksil grubunun C-3’te olabilecegi
ortaya gikmaktadir. Aym zamanda H-3 (8 4.49), HSQC deneyinde geminal olduklar

saptanan & 2.53 ve 1.85%teki protonlar ile 'H, '"H DQF-COSY deneyinde karsihikls
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olarak etkileymektedir. HMBC deneyinde & 590 (H-2)’daki proton, 3 bag
araciligiyla § 2.53 ve 1.85 (H-4)’teki protonlarin iizerinde bulundugu karbon (5 33.5)
ile korelasyon yapmaktadir. Buna ilaveten, TOCSY deneyinde yukarida bahsedilen
protonlar (H-1, H-2, H-3, H-4) ile H-4a (6 3.30)’min arasindaki korelasyonlar tespit
edilmis ve bunlarin muhtemel bir tazettine yapisimin C halkasindaki diziligleri

dogrulanmustir.

HMBC deneyinde, N-metil protonlan (8 2.60), 3 bag araciligiyla & 65.8 (C-
4a) ve 54.7 (C-6)’deki karbonlar ile korelasyon vyapar. 'H, 'H DQF-COSY
deneyinde etkilesen ve ayrica HSQC deneyinde & 54.7 (C-6)’de rezonans yapan
karbon tizerinde bulunduklan tespit edilen & 3.17 ve 2.93 (H-6)’teki protonlarin, azot
atomuna komsu metilen grubu protonlari olduklan saptanmigtir. HMBC deneyinde
63.17 (H-6)’deki protonun 2 bag arachigiyla &81.1 (C-6a)’deki karbonla
korelasyonu mevcuttur. Bu geminal protonlarin hem 'H, 'H DQF-COSY ve hem de
TOCSY deneyinde & 4.65 (H-6a)’teki proton ile etkilegmeleri H-6 ve H-6a’nin D

halkasindaki diziliglerini ortaya koymaktadir.

HMBC spektrumunda § 47.3 (C-12b)’te rezonans yapan karbonunun & 5.90
(H-2), 2.93 (H-6), 2.53 (H-9)teki protonlar ile 3 bag aracihgiyla olan korelasyonlart
ve 8 5.39 (H-1)’daki proton ile 2 bag araciligiyla olan korelasyonu izlenmektedir. Bu
durumda 6 47.3’te rezonans yapan C-12b’nin C ve D halkalaninin hidrojenleri ile

beklenen ve bilgi verici korelasyonlar saptanmustir.

2D NMR spektral bulgularinin degerlendirilmesi sonucunda C-3’teki
metoksil siibstitiienti hari¢ GN-6 kodlu bilesigin epimerik bilesikler olan macronine

(62, 108) veya 3-epimacronine (4, 78, 82, 113, 155) ile benzer yapisal 6zelliklere
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sahip oldugu gozlenmis ve bu iki bilesikten birinin 3-O-demetil analogu oldugu

ditsinilmiistiir.

Kiitle spektrometrisinden 3. karbonda metoksil siibstitiienti tagiyan epimerik
bazlan birbirinden ayirt etmede yararlamldig1 bilinmektedir (44). Ancak GN-6 kodlu
bilesigimiz, bu konumda metoksil siibstitiienti yerine hidroksil grubu tasidif igin,
konfigiirasyonun tayini H-2 ve H-3 igin gozlenen etkileyme katsayilarinin
bityiikliigiine dayandirilmstir. J, 3 yaklagik 4 Hz civarinda oldugu zaman, bilesigin 3
konumunda (R) konfigiirasyonuna sahip oldugu ve H-3 hidrojeninin B, ¢ok daha
kigiik etkilesme katsayisi s6z konusu oldugunda ise zit konfigiirasyonun mevcut

oldugu ve H-3’iin ise o olarak yonlendigi bildirilmektedir (61).

GN-6 bilegiginde 'H NMR spektrumunda 10.3 Hz degerinde olefinik
etkilesme degeri olan bir dublet geklinde izlenen H-2 (8 5.90) protonu ile H-3
(8 4.49) protonu arasinda daha ileri bir etkilesme gorilmez. Bu durum H-2 ve H-3
protonlar arasinda yaklagik 90° lik bir dihedral aginin mevcut oldugunu ortaya koyar.
Bu ise H-3 ancak a olarak yonlendigi zaman miimkiindiir. Buna ilaveten, bilesigin
"H NMR spektrumunda stereokimyasal yapilari bilinen ve C-3’te B olarak yonlenmis
oksijenli siibstitiisyon tagiyan (+)-tazettine ve (+)-3-epimacronine’in (1603) 'H NMR
spektrumlarindakine gok benzer H-2 ve H-3 sinyalleri verdikleri gozlenmistir (61,
78, 82, 113). Bu nedenle C-3’teki konfigirasyon (+)-tazettine ve (+)-3-

epimacronine’inki ile ayni (S) olmakdir.

GN-6 bilesiginin CD spektrumu stereokimyasal yapist tespit edilmig (+)-3-
epimacronine ile ¢ok benzerdir (160). Bu nedenle C-12b’nin (S) konfigiirasyonda
oldugu disiiniitmiigtir. C-6a’daki konfigiirasyon ve kiralite ile C-6’daki metilen

hidrojenlerinin yonlenmelerinin, bu ti¢lii spin sistemi i¢in goézlenen visinal etkilesme
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katsayilarindan saptanabilecegi rapor edilmistir (82). C-6a’daki kiralitenin (R)
oldugu ve H-6a’min § olarak yonlendifi Jea, 60 Ve Joa, 6p’n1n biiyiikliigiine dayanarak
belirlenmistir.

NOESY spektrumundan elde edilen bulgular, molekiiller model iizerinde
degeriendirilerek bilesigin uzaysal yapisi belirlenmistir. NOESY deneyinde H-12
(6 6.90), H-4a (5 3.30) ve H-4 (8 1.85) arasinda gozlenen etkilegsmeler, C halkasinin
sandalyeye benzer konformasyonda oldugu zaman mimkindir. Boyle oldugu
takdirde, H-12 (5 6.90) ile belirgin korelasyon gosteren H-4 (5 1.85) aksiyal olarak
yonlenmektedir . H-4a (6 3.30), H-12 ( 6.90) ve B olarak yonlendigi tespit edilmis
olan H-6a (5 4.65) ile etkilestigi igin, H-4a (6 3.30)’min da $ oriyantasyona sahip
oldugu soylenebilir. Buna gore, C-4a (8 65.8)’min da (+)-3-epimacronine’de oldugu
gibi (103) (S) konfigiirasyonda oldugu disiniilmigtiir. 6 3.17 (H-6)’deki protonun
5.39 (H-1)’daki ve 4.49 (H-3)’daki protonla etkilesmesi, ancak bu protonun a olarak
yonlenmesi ile mimkiindir. N-metil sinyali (3 2.60) ile 8 2.93 (H-68), H-4a (8 3.30)
ve H-6a (6 4.65) arasinda belirgin karsilikli sinyaller gorilmektedir. Bu husus N-
metil grubunun konformasyonu hakkinda bilgi vermektedir.

GN-6 kodlu bilesigin UV spektrumu incelendiginde (+)-3-epimacronine’in
UV spektrumu ile benzer oldugu gériilmistiir (160).

Biittin bu bulgulardan yararlanarak GN-6 kodlu bilesigin uzunca bir siireden
beri bilinen tazettine alt grubundan bir alkaloit olan (+)-3-epimacronine’in 3-O-

demetil tiirevi oldugu saptanabilmisgtir.

Ginimiize kadar, dogal tazettine grubu bilesiklerin C-3’te metoksil grubu

tasidhgn bilinmekteydi. 3 konumundan hidroksillenmis tiireviere sadece sentetik
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tazettine tip bilesikler arasinda rastlanmugtir (72, 161). lkeda ve arkadaslar,
tazettine’in % 10’luk hidroklorik asit iginde 4 saat siireyle su banyosunda
isitildiginda, demetilasyona ugradigim ve epimerik allilik alkoller olan tazettinol ve

isotazettinol’iin olugtugunu bildirmiglerdir (72).

GN-6 kodlu bilesigin gergek alkaloit ya da izolasyon sirasinda meydana gelen
bir artefakt olup olmadigin1 aragtirmak igin (+)-3-epimacronine’in otantik ornegi (4,
103) iizerinde alkaloit ekstresinin eldesinde kullamlan ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmigtir. Elde edilen {iriin ile bilegigimizin kargilagtirmali olarak yapilan
ILTK. kontrollerinde 3 konumunda demetilasyon ve s6z konusu sartlar altinda
epimerizasyonun ger¢eklesmedigi ispatlanmigtir. Bu nedenle (+)-3-O-demethyl-3-

epimacronine olarak isimlendirdigimiz GN-6 kodlu bilesik dogal bir alkaloittir.

Hippeastrum equestre Herb. bitkisinin alkaloitleri tizerinde circular dichroism
caligmasina dair yakin zamanda yapilmig bir yayinda, bu bitkiden yeni bir bilesik
olan 3-O-demethyltazettine’in izolasyonu hakkinda kisaca bahsedilmigtir. Boylece 3
konumunda hidroksil grubu tagiyan tazettine alt grubuna dahil bir bilesigin ilk kez

dogal olarak meydana geldigi bildirilmistir (160).

Yapilan literatiir aragtirmalan sonucunda doga igin yeni bir madde oldugu
kesinlik kazanmig olan GN-6 kodlu dekstrojir bilesigimizin 238. sayfada acik

kimyasal formiilii goriilmektedir.



6.09
6.08

104.0

238

54.7




239

F. GN-7 [(+)-PLICANE]

Galanthus plicatus subsp. byzantinus bitkisinin D kodlu ana fraksiyonundan
amorf halde elde edilen 5.3 mg agirh@indaki Dragendorff belirtecine olumiu yamt

veren bilesige GN-7 kodu verilmigtir.

Bilesigin 600 MHz NMR spektrometresinde ve dotorokloroform icinde alinan
'H NMR spektrumunda, aromatik sahada singlet olarak goriilen iki aromatik protona
(8 6.93 ve 6.83), & 6.02 ve 6.01°de birer hidrojen degerinde 2 singlet olarak goriilen
bir metilendioksi grubuna, etkilegme katsayilart 10.1 Hz olan 2 dublet seklinde goriilen
olefinik protonlara (& 6.13 ve 5.49) ait sinyaller izlenmektedir. Alifatik alanda ise
5 2.89°da gorilen ii¢ hidrojen degerindeki keskin singlet, kimyasal kayma degern
olduk¢a asag alanda olan bir N-metil grubunun varligna isaret etmektedir. 3 3.45’te
izlenen 3 hidrojen degerindeki keskin singlet ise alifatik karakterli bir metoksil grubu
i¢in uygun bir bulgudur. Bu bulgular Amaryllidaceae alkaloitlerinin birgogunda
rastlandlan spektral ozelliklerdir. Arématik sahada en ilgi ¢ekici sinyal ise & 8.21°de
singlet olarak izlenen protona aittir. Bu protonun kimyasal kayma degerinin olduk¢a
agagt alanda olmast onun hem benzilik karakterli ve hem de azot gibi bir heteroatoma
o-konumda oldugunu diigiindiirmektedir. Bunun diginda, alifatik alanda & 4.25, 3.78,
3.65, 2.22 ve 1.91°de 5 protona ait sinyal izlenmektedir. S6z konusu protonlardan
tgtniin (8 4.25, 3.78, 3.65) kimyasal kayma degerlerinin olduk¢a asag: alanda olmasi,
bunlarin bir heteroatoma komsu olduklanini diisiindiirmektedir. § 2.22 ve 1.91°de
izlenen protonlarin en biyik etkilesme katsayilaninin 14.1 Hz olmas: bu iki protonun

geminal olduklanna isaret etmektedir. 'H NMR’dan saglanan bu bilgiler GN-7 kodlu
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bilesigin tazettine’e benzer bir molekiil yapisina sahip olabilecegini diigiindiirmektedir.

'H NMR spektrumunda, toplam 18 protona ait sinyal izlenmektedir.

GN-7 kodlu bilesigin *C NMR (150 MHz) spektrumunda ise, 18 karbona ait
sinyal goriilmektedir. En fazla dikkat g¢eken sinyaller, 8 171.8 ve 40.6’da rezonans
yapan katerner karbonlar ile & 158.1’de rezonans yapan metin karbonuna ait
olanlardir. & 171.8’de goriilen karbonun kimyasal kayma degeri bilesikte bir karbonil
grubunun varhgm digiindiirmektedir. Bu grubun varhig, IR spektrumunda karbonil
gerilme frekans alamnda 1695 cm™de siddetli absorpsiyonun gorilmesi ile
dogrulanmaktadir. 8 40.6’da rezonans yapan katerner karbonun kimyasal kayma
degeri ise tazettine alt grubu bilegiklerde bulunan spiro karbon igin uygun bir
bulgudur. & 158.1°de gériilen karbonun, kimyasal kayma degeri azot atomuna o-
konumda benzilik bir karbonun varhigm diisiindiirmektedir. Ayrica 6 70.9, 68.0 ve
62.4’te izlenen karbonlann kimyasal kayma degerleri bunlarin da bir heteroatoma

komsu olduklarina isaret etmektedir.

1D NMR analizlerinden elde edilen bilgiler, bilesigin tazettine’e benzer bir
molekiil yapisina sahip oldugunu digiindirse de bilesigin kesin olarak yapismi
belirlemek amaciyla 2D NMR analizlerinin yapilmasina gerek gériilmiistiir. Bu amagla,
bilesigin 600 MHz NMR spektrometresinde 'H, 'H DQF-COSY, TOCSY, HSQC,

HMBC ve NOESY analizleri gergeklestirilmisgtir.

'H, 'H DQF-COSY, TOCSY, HSQC ve HMBC deneylerinden yararlanarak
ana iskeletin olugturulmasia, metilendioksi siibstitiientinin bulundugu A halkasindan
baglanmstir. HMBC deneyinde metilendioksi protonlarinin (8 6.02 ve 6.01) 3 bag

aracihigtyla § 150.8 ve 147.6’daki karbonlarla yaptiklan korelasyonlar izlenmektedir.



241

Dolayisiyla bu iki karbon, metilendioksi grubunun aromatik halkaya baglanma
yorelerinde bulunan katerner karbonlar olmalidirlar. 8 6.93 (H-12)’te rezonans yapan
proton & 147.6 (C-10)’daki karbon ile 3, 8 150.8 (C-11)’deki karbon ile 2 bag
araciifnyla korelasyon yapmaktadir. 8 6.83 (H-9)teki protonun ise & 150.8 (C-
11ydeki karbon ile 3, & 147.6 (C-10)’daki karbon ile 2 bag aracihigiyla olan
korelasyonlari mevcuttur. Bu nedenle metilendioksi grubuyla s6z konusu 2 aromatik
proton, aym halkada yer almaktadirlar. & 6.83 (H-9)’teki proton, 3 bag araciifiyla
5 130.9°daki katerner karbon ile korelasyon yapmaktadir. 3 6.93 (H-12)’teki proton
ise 2 bag aracihifiyla 130.9°daki ve 3 bag aracihifiyla 120.1°deki karbonlarla
etkilesmektedir. Bu durumda & 120.1 (C-8a) ve 130.9 (C-12a) A halkasimn katerner

karbonlan olmahdiriar.

6 6.93 (H-12)’teki proton ise en fazla bilgi verici korelasyonunu 3 bag
aracih@iyla & 40.6’da rezonans yapan spiro karbon ile yapmaktadir. H-9 (8 6.83) ise en
fazla bilgi verici korelasyonunu 3 bag araciliftyla A halkasi diginda yer alan § 158.1°de
rezonans yapan karbonla yapmaktadir. HSQC deneyinde & 8.21°de goriilen protonun,
bu karbon (8 158.1) tizerinde oldugu saptanmigtir. Buna gore, muhtemel bir tazettine
yapisindaki C-8’de kimyasal kayma degeri olduk¢a asagi alana kaymis benzilik bir
protonun varhg ortaya ¢ikmugtir. Bu ancak, tazettine molekiiliiniin 7 konumunda
bulunan oksijen atomunun azot atomu ile yer degistirmesiyle mimkandir. O halde
GN-7 kodlu bilesik, tazettine yapisiin 7 konumunda azot atomu ve ¢ifte bag tagiyan
bir molekul yapisina sahiptir. Buraya kadar saglanan bilgilerden, A halkasma spiro
karbon ile 158.1 (C-8)’deki karbonu tagtyan ve muhtemel bir tazettine yapisiun 7

konumundaki oksijen atomu yerine azot atomu bulunan B halkasinin bagh oldugu
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gorilmustir. C-7’de azot atomu bulunmasi, (+)-plicamine ve (-)-secoplicamine adlt

bilesikleri hatirlatmaktadir.

'H, '"H DQF-COSY spektrumunda § 5.49 (H-1)’daki protonun 'H NMR’da
oldugu gibi yalmzca 8 6.13 (H-2)teki protonla etkilestigi gorilmektedir. HMBC
deneyinde & 5.49 (H-1)’daki proton 3 bag araciifiyla § 70.9 (C-3) ve 62.4 (C-4a)’teki
karbonlarla korelasyon yapmaktadir. HSQC deneyinde 6 70.9 (C-3)’daki karbon
tzerinde oldugu saptanan & 3.78 (H-3)’deki protonun rezonansmun olduk¢a asag
alanda gonilmesi, aym karbon iizerinde oksijenli bir sibstitiientin varligm
diisiindirmektedir. Alifatik karakterli metoksil grubunun (3 3.45) bu karbon ile (C-3)
3 bag aracilifryla etkilesmesi bunu dogrulamaktadir. NOESY deneyinde de metoksil
grubu (3 3.45), H-2 (8 6.13) ve H-3 (8 3.78) ile karsihkh olarak etkilegsmektedir.
HMBC deneyinde H-2 (6 6.13)’nin 3 bag aracihiiyla 8 26.4 (C-4)’te rezonans yapan
karbonla korelasyonu mevcuttur. HSQC deneyinde bu karbon {izerinde oldugu
saptanan §2.22 ve 191 (H-4)’deki protonlarn 'H, 'H DQF-COSY ve NOESY
deneylerinde & 3.65 (H-4a)’teki protonla etkilestikleri gorilmiigtiir. Aynca HSQC
deneyinde, bu protonun (H-4a) iizerinde bulundufu saptanan karbon ile (3 62.4)
HMBC deneyinde 62.22 ve 191 (H-4)’deki protonlarin 2 bag araciligiyla
korelasyonlann da tespit edilmigtir. Bilesigin TOCSY spektrumunda yukanda
bahsedilen butiin protonlarin (H-1, H-2, H-3, H-4 ve H-4a) birbirleriyle etkilestikleri
gozlenmigtir. Boylece bu protonlarin muhtemel bir tazettine yapistun C halkasindaki

diziligleri dogrulanmugtir.

HMBC deneyinde 3 bag araciligtyla N-metil protonlan § 62.4 (C-4a) ve 171.8

(C-6)’deki karbonlarla etkilegsmektedir. Bu durumda karbonil grubunun C-6’da
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bulundugu ortaya ¢tkmugtir. N-metil protonlanimin olduk¢a agaf alanda gorilen
rezonanst D halkasiin 5 dyeli bir laktam olma 6zelligi ile uyugmaktadir. 8 4.25te
singlet olarak izlenen protonun, 3 bag aracilifiyla § 62.4 (C-4a), 130.5 (C-1) ve 158.1
(C-8)’deki karbonlarla, 2 bag araciligiyla ise & 171.8 (C-6)’deki karbonla etkilesmesi
tazettine’in yapisinda C-6a’da bulunan hidroksil grubu yerine bir metin protonu

oldugunu ortaya koymaktadir.

Bunun diginda 3§ 40.6 (C-12b)’da rezonans yapan spiro karbonun HMBC
deneyinde 2 bag araciligiyla H-1 (8 5.49) ve H-4a (3 3.65) ile, 3 bag araciligiyla ise H-
2 (86.13), H-4 (8222 ve 1.91) ile yapmig oldugu korelasyonlar izienmektedir.
Boylece C-12b karbonunun C ve D halkalannda bulunan hidrojenlerle olan

korelasyonlari da saptanmg olmaktadir.

Bu durumda GN-7 kodlu bilesigimizin molekiil formulii C;sH;sN,O4 olmalidir.
ESI kiitle spektrumunda m/z 327’de gorillen [M+H'] piki hesaplanan molekiil agirhg:

olan 326 ile uyum i¢indedir.

Jr3 yaklaglk 4 Hz civarinda oldugu zaman, bilesigin 3 konumundaki
konfigtirasyonun (R) oldugu ve metoksil grubunun o, H-3"in ise B, gok daha kiigiik
etkileyme katsayist s6z konusu oldugunda ise zit konfigiirasyonun mevecut oldugu ve
metoksil grubunun B, H-3"iin ise o olarak yonlendigi bildirilmistir (61). "H NMR’da
H-2 (8 6.13) olefinik etkilesme katsayis1 10.1 Hz olan dublet seklinde izlendigi igin H-
3 (8 3.78) ile arasinda daha ileri bir etkilesme gozlenmez. Bu durum H-2 (3 6.13) ve
H-3 (8 3.78) arasinda yaklagptk 90° lik bir dihedral agmin mevcut oldugunu ortaya

koyar. Bu ise ancak H-3’in o ve metoksil grubunun P olarak yonlenmesi ile
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mimkindir. Buna gore, 3 konumundaki konfigirasyonun (S) olabilecegi

distinalmiigtir.

GN-7 kodlu bilesigin stereokimyasim saptamak amaciyla NOESY spektrumu
degerlendirilmigtir. H-12 (5 6.93), H-4a (63.65) ve H-4 (81.91) arasindaki
etkilesmeler C halkasinin sandalyeye benzer konformasyona sahip olduguna isaret
etmektedir. H-4a (8 3.65) ve H-12 (8 6.93) arasinda belirgin NOESY korelasyonlar
gozlenmesi nedeniyle H-4a (8 3.65) § olarak yonlenmistir. 8 1.91 (H-4)’deki protonun
H-12 (6 6.93) ile etkilesmesi, bu protonun (3 1.91) o olarak yénlendigine isaret
etmektedir. Dolayistyla § 2.22 (H-4)’deki proton ise 3 oriyantasyonda olmahdir. Buna
ilaveten, §2.22 (H-4B), N-metil protonlan (52.89) ve H-4a (8 3.65) arasinda
kargthkh etkilesmelerin gozlenmesi de N-metil grubunun konformasyonu hakkinda
bilgi saglamaktadir. H-6a (8 4.25) ve H-1 (3 5.49) arasinda gozlenen korelasyon ise

H-6a’min o olarak yonlendigine isaret etmektedir.

Bilesigin CD spektrumu ile stereokimyalani bilinen (+)-tazettine ve 3-
epimacronine’in CD spektrumlart karsilagtinldiginda benzer oldugu gorilmiistir (41,
82, 103, 160, 164). Bu nedenle C-12b’deki konfigiirasyonun (S) oldugu

dustiniimuistir.

Sonug olarak, GN-7 kodlu bilesik, tazettine yapisimn 7 konumundaki oksijen
atomunun azot atomu ile yer degistirdigi, C-8’de benzilik bir proton tastyan ve D
halkasmin ise 5 iyeli bir laktam oldugu ve Amaryllidaceae alkaloitlerinin
tarafimuzdan plicamine adi verilen yeni bir alt grubuna dahil olan doga i¢in yeni bir

alkaloittir. Ancak yan zincirde 4-hidroksi fenetil artifi tasimamast ve bunun yerine 7
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konumunda ¢ifte bag icermesiyle, bu grubu olusturan (+)-plicamine ve (-)-
secoplicamine adl alkaloitlerden ayrilir. Asafida agik kimyasal formiilii goriilen bu

bilesige (+)-plicane adi verilmigtir.

6.02
6.01
6.83 8.21
28.1
CHs
o
101.9

108.8 158.1
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G. GN-8 [(+)- TAZETTINE]

Galanthus plicatus subsp. byzantinus bitkisinin farkh ana fraksiyonlarindan
kristal halde elde edilip D-3 ve F-1 kodlari ile tanimlanan bilesiklerin yaptlan I.T.K.
¢aligmalari sonucunda identik olduklari saptanmigtir. Bu fraksiyonlar birlestirilerek
toplam 457.3 mg agirliginda, kristalize halde elde edilen ve Dragendorff belirtecine

olumlu yanit veren bilesige GN-8 kodu verilmistir.

Optikge aktif olan bilesigin dotérometanol iginde ve 600 MHz NMR
spektrometresinde alinan 'H NMR spektrumunda aromatik sahada singlet olarak
goriilen 2 aromatik hidrojene (8 6.75 ve 6.54), boliinmeleri kolayca saptanabilen 2
olefinik protona (8 6.06 ve 5.63) ve bir metilendioksi grubuna (3 5.88 ve 5.87) ait
sinyaller izlenmektedir. Alifatik alanda ise § 2.39°da goriilen ii¢ proton degerindeki
keskin singlet, N-metil grubunun varligina isaret etmektedir. Alifatik alanda dikkati
¢eken diger sinyaller, biri digerine gére daha agag: alana kaymis olan ve iki ¢ift izole
metilen grubuna ait oldugu diisiiniilen sinyallerin varligidir. Bu metilen gruplarindan
birisi, 8 4.94 ve 4.58’de gorillen ve etkilesme katsayilar1 14.8 Hz olan iki dublet
seklindedir. 3 4.94 sinyalinde 0.5 Hz degerinde bir uzun alan etkilegsmesi s6z konusu
olmasina ragmen gerek kimyasal kayma ve gerekse .J degerleri, bu sinyallerin
oksijene komsu izole benzilik metilen protonlarina ait oldugunu disiindiiriir. Diger
izole metilen grubunun sinyalleri ise daha yukar alanda § 3.21 ve 2.64’te, etkilesme
katsayilar1 109 Hz olan iki dublet seklinde gorilmektedir. Kimyasal kayma
degerleri, bu protonlarin da bir heteroatoma o-konumda oldugunu diisiindiirmektedir.
Alifatik alanda & 3.45’te izlenen 3 hidrojen degerindeki singlet, alifatik karakterli bir

metoksil grubunun bulunduguna isaret etmektedir. Bu sahada izlenen 4 sinyalden




247

digerlerine gore olduk¢a asag: alanda (8 4.13) goriilen rezonans, bu metoksil grubu
ile ayn1 karbon tizerinde bulunan bir proton igin uygundur. Bunlara ilaveten, § 2.83,
2.23 ve 1.56’da birer hidrojen degerinde ii¢ alifatik protona ait sinyal mevcuttur.
52.23 ve 1.56’daki protonlarin her ikisinin de en biyik etkilesme katsayilarinin
sirastyla 13.7 ve 13.6 Hz oldugu dikkate alindiginda bunlarin da bir metilen grubuna

ait olabilecegi dusgtiniilebilir.

Bilinen Amaryllidaceae alkaloitlerinin genel yapilan gozoniine alinarak, ' H
NMR’dan saglanan bilgilerle, varlig: saptanan gruplarin nitelikleri ve sayilari, GN-8

kodlu bilesigimizin tazettine alt grubundan olabilecegini diigiindiirmektedir.

"H NMR spektrumundan saglanan bilgiler, bilesigimizde en az 20 protonun
olmasi gerektigini ortaya koymaktadir. Tek azotlu bilesiklerde kural olarak tek
sayida hidrojen bulunmasi gerektiginden, bilesigin biiyik bir olasilikla bir hidroksil
grubuna ait degigebilen bir hidrojen tagidig1 ve toplam 21 hidrojene sahip olabilecegi
dusanilmugtiir. Bilesigin IR spektrumunda 3340 cm™’de goriilen absorpsiyon da

hidroksil grubunun varligini desteklemektedir.

BC NMR (150 MHz) spektrumunun degerlendirilmesi neticesinde 18 adet
karbonun varhigs gorilmigtir. DEPT analizi bu karbonlardan 6 tanesinin katerner, 6
tanesinin metin, 4 tanesinin metilen ve ikisinin ise metil karbonlari oldugunu
gostermektedir. Bunlarn iginde en ilgi gekici olan sinyal, § 51.3’te rezonans yapan
katerner karbondur. Bu kimyasal kayma degeri, tazettine alt grubu bilesiklerde
bulunan spiro karbon i¢in uygun bir bulgudur. Bir metilendioksi, bir metoksil ve en
az bir hidroksil grubu oldugu bilindiginden formiilde en az doért oksijenin olmasi

gerekir. Bilesigin EI kiitle spektrumu incelendiginde, molekiiler iyon piki m/z 331°de
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(% 45) gorilmiistir. Bu durumda oksijen sayisi 5, molekiilin kapali formuli de

Ci1gH21NOs olmalidar.

GN-8 bilesiginin yapisinin kesinlikle ortaya konulabilmesi i¢in daha ileri
analizlerin yapilmasina gerek gorilmiistiir. Bu nedenle, bilesigin 600 MHz NMR

spektrometresinde ayrintih 2D NMR analizleri gergeklestirilmistir.

'H, 'H DQF-COSY, HSQC ve HMBC deneylerinden elde edilen bilgilerden
yararlanarak ana iskeletin olugturulmasina metilendioksi siibstitiientinin bulundugu A
halkasindan baglanmustir. 2 ve 3 bag aracihg ile olan (3Jcu ve *Jcn) karbon-hidrojen
korelasyonlarim1 veren HMBC deneyinde, metilendioksi protonlarinin (3 5.88 ve
5.87) 3 bag araciligiyla § 147.9 ve § 148.0°da rezonans yapan karbonlarla etkilestigi
gortilmistir. Aromatik sahada, birbirlerine gore para konumda olan § 6.75 ve 6.54’te
gorilen singletlerin, bu karbonlardan sirasiyla & 148.0 (C-10) ve 147.9 (C-11)ile 3
bag aracthigiyla etkilesmesi nedeniyle bu iki protonun metilendioksi grubuyla ayni
halkada yer aldiklar saptanmugtir. § 6.54 (H-9)’teki proton 3 129.1’de rezonans
yapan katerner karbonla 3 bag araciliiyla korelasyon yapmaktadir. Buna ilaveten,
8 6.75 (H-12)’teki protonun ise & 129.1°deki katerner karbon ile 2, & 127.5’te
rezonans yapan katerner karbon ile 3 bag aracilifiyla yapmig oldugu korelasyoniar
izlenmektedir. Bu durumda 6 1275 (C-8a) ve 129.1 (C-12a) karbonlanmn A
halkasinin katerner karbonlari olduklari belirlenmistir. § 6.54 (H-9)’te goriilen
protonun A halkas: diginda yer alan 6 62.7 (C-8) deki karbon ile 3 bag aracilifiyla
korelasyon yaptig1 gorilmektedir. HSQC deneyi ile de izole geminal hidrojenlerin
(6494 ve4.58) bu karbon itizerinde oldugu belirlenmistir. Daha 6nce 0.5 Hz

degerinde bir uzun alan bolinmesine sahip oldugunu belirttigimiz H-8’1n (3 4.94), bu
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etkilesmeyi muhtemelen ayni dizlemde olmasi nedeniyle H-9 (§6.54) ile
gergeklestirdigi diginilmigtiir. C-8’deki protonlann her ikisi de (5 4.94 ve 4.58), 3
bag aracihigiyla & 102.7 (C-6a)’deki katerner karbonla etkilesmektedir. Oldukga
agag1 alanda olan bu kimyasal kayma degeri, uizerinde iki oksijen tagiyan bir karbona

isaret etmektedir.

8 6.75 (H-12)’teki proton ise en fazla bilgi verici korelasyonunu halka diginda
yer alan 9 51.3 (C-12b)’teki katerner karbon ile yapar. Buraya kadar elde edilen
bilgilerden A halkasina, spiro merkez (6 51.3) ve izole geminal hidrojenlerin (& 4.94

ve 4.58) bulundugu B halkasinin bagh oldugu gorilmigtiir.

'H, "H DQF-COSY spektrumunda 8 5.63 (H-1)’teki dublet, sadece & 6.06 (H-
2)’daki dublet ile etkilesirken her iki proton 'H NMR spektrumunda muhtemelen
& 4.13 (H-3) ile J degerleri sirastyla 1.6 ve 1.3 Hz olan etkilesme yapmaktadirlar. 'H
NMR’da dublet-dublet-dublet-dublet seklinde bolinme gosteren & 4.13 (H-3)’teki
protona ait etkilesme katsayilart 2’ser Hz olan iki adet bolinme gozlenmesi bunu
desteklemektedir. HMBC deneyinde & 5.63’teki proton 3 bag aracihigiyla & 74.6 (C-
3), 72.0 (C-4a) ve 102.7 (C-6a)’deki karbonlarla, 8 6.06 (H-2) daki proton ise & 27.5
(C-4)’teki karbonla etkilesmektedir. Metoksil grubunun hidrojenleri de (8 3.45),
64.13 (H-3)un dzerinde bulundugu karbon (874.6) ile 3 bag aracihigiyla
etkilesmektedir. Bu durum C-3 izerinde metoksil grubunun bulundugunu
dogrulamaktadir. H-3 (6 4.13), 6 2.23 ve 1.56 (H-4)’daki protonlarin etkilegmeleri

hem 'H, 'H DQF-COSY ve hem 'H NMR deneyi ile dogrulanmaktadir.

Gerek 'H, '"H DQF-COSY deneyinde yukarida bahsedilen protonlardan H-1

ve H-2, H-3 ve H-4, H-4 (5 2.23) ve H-4a (6 2.83)’ nin birbirleriyle etkilesmesi ve
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gerekse HMBC deneyinden elde edilen bulgular bu hidrojenlerin muhtemel tazettine

molekiiliiniin C halkasindaki dizilislerini dogrulammstir.

HMBC deneyinde 3 bag araciligiyla N-metil (8 2.39) protonlarinin, § 66.3
(C-6) ve 720 (C-4a)ydaki karbonlar ile yapmus olduklart korelasyonlar
gorilmektedir. 'H, 'H DQF-COSY deneyinde etkilegen ve ayrica HSQC deneyinden
6 66.3 (C-6)’teki karbon tizerinde olduklari belirlenen 8 3.21 ve 2.64’teki protonlarin
azot atomuna komgu izole metilen grubuna ait olduklan ortaya ¢ikmustir. Bu
protonlarin & 102.7 (C-6a)’deki karbonla 2 ba§ aracihiiyla yapmus oldugu
korelasyonlar da HMBC deneyinde izlenmektedir. Béylece muhtemel bir tazettine

molekiiliiniin D halkas: olusturulmustur.

HMBC spektrumunda & 51.3 (C-12b)’teki karbonun & 6.06, 2.23 ve 2.64’teki
protonlar ile 3 bag aracilifiyla olan korelasyonlar ve  5.63 ile 2.83’teki protonlarla
da 2 bag araciliftyla olan korelasyonlar1 izlenmektedir. Béylece C-12b’nin C ve D

halkalarimin hidrojenleri ile beklenen ve bilgi verici korelasyonlar tespit edilmisgtir.

Bilesigimizin tim proton ve karbon kimyasal kayma degerleri bahsedilen
biitiin bu verilerden yararlanmak suretiyle yerlestirilebilmistir. Tazettine alt grubunun
prototip alkaloidi olan tazettine’in 'H (50, 61, 80, 82) ve *C NMR (37) degerleri
literatiirde yer almigtir. Elde edilen ve literatiir degerleriyle uyum igerisinde olan
verilerimiz, incelenen bilesigin tazettine olabilecegini diigiindiirmiigtiir. Ancak
tazettine iskeletine ve yapisal komponentlerine sahip olmasina ragmen, GN-8 kodlu
bilesigimizin tazettine’den farkli bir bilesik olma ihtimali de mevcuttur. Zira birden
fazla asimetrik merkeze sahip olan tazettine molekiiliinde farkli konfigiirasyonlarin

epimerik bilesiklere yol agtigi bilinmektedir. Ornegin tazettine ve criwelline adli
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alkaloitler arasindaki tek fark, 3 konumundaki metoksil grubunun
konfigiirasyonudur. Tazettine’in 3 konumundaki metoksil grubu § , criwelline’de ise

o olarak yonlenmigtir (44, 61).

Bu agamada ele alinan CD spektrumu incelendiginde, GN-8 bilesiginin
stereokimyasal yapisi bilinen tazettine’inki ile ¢ok benzer oldugu gonilmiistiir (41,
81, 82, 160). Bu durumda bilesigimizdeki C-12b karbonu (+)-tazettine’de oldugu

gibi (S) konfigirasyondadir (65, 103, 124).

Literatiirde C-3’teki konfigiirasyonun H-2 ve H-3 igin gozlenen etkilesme
katsayilarinin biyiikliiglinden tespit edilebilecegi bildirilmigstir. .3 yaklagik 4 Hz
civarinda oldugu zaman (R) konfigirasyonun soz konusu oldugu ve H-3’in
yonlenmesinin B ve ¢ok daha kiiciik etkilegme katsayisi s6z konusu oldugunda ise zit
konfigiirasyonun mevcut oldugu ve H-3"in yonlenmesinin a oldugu rapor edilmigtir
(61). GN-8 kodlu bilesigimizin 'H NMR spektrumunda H-2 ve H-3 arasindaki
etkilegme katsayismmm 1.3 Hz oldugu gozonine alindiginda, H-3 hidrojeninin

yonlenmesinin tazettine’de oldugu gibi a olmasi gerekir.

Buna ilaveten, kiitle spektrometrisi C-3’te metoksil substitlienti tagiyan
epimerik alkaloitleri birbirinden ayirt etmede onemli bir unsur teskil etmektedir.
Amaryllidaceae alkaloitleri Uzerinde yapilan baz1 kiitle spektrometrisi
caligmalarinda yalmzca bazi asimetrik merkezlerde farkli olan epimerik
stereoizomerlerin farkli yolak izleyerek parcalandigi ve bu hususun da epimerleri
ayut edebilmede yarar sagladigi belirtilmistir (44). Bu durum, C-3 konumunda

epimerik olan tazettine ve criwelline i¢in de s6z konusudur.
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Tazettine’in EI kiitle spektrumunda baz tepe m/z 247’de [M-84]
goriilmektedir. Bu iyon biyilk bir olasilikla bir hidrojen transferini takiben C
halkasinin retro-Diels-Alder mekanizmasi ile pargalanmasi sonucunda olugmaktadir
(Sema 2) (44). Criwelline’in EI kiitle spektrumunda m/z 247 iyonunun bagil
bollugunun diisiik, tazettine’in EI kiitle spektrumunda hi¢ gorilmeyen m/z 301 [M-
301" iyonunun bagil bollugunun ise ¢ok yiksek oldugu saptanmustir (44). Bu
durumda, GN-8 bilesiginin C-3 konumunda B olarak yénlenmis metoksil grubu

tagtyan tazettine oldugu, EI kiitle spektrumu ile de dogrulanmaktadir.

M* mvz 331

N - CH 3
O
< OH
0]
(@]
mfz 247
Sema 2

Bunun diginda tazettine’in EI kiitle spektrumunda gorilen bazi onemli

iyonlar, bir metil radikalinin atilmasiyla olugan m/z 316 ve bu iyondan su atilmasiyla
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olusan m/z 298°dir. Bu iyonlanin muhtemel olugumlian (Sema 3) da gosterilmektedir

(44).

M miz 331 m/iz 316

m/z 298

Sema 3

Tazettine igin Onerilen pargalanma semasi ve belirtilen iyon degerleri, bu
bilesigin EI kiitle spektrumundan elde edilen degerlerle uyum igerisindedir (44, 50,

109).

Bilesigin UV spektral bulgularinin da, (+)-tazettine’in literatirde gosterilen

degerleriyle uyum igerisinde oldugu gorilmastar (160).
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Bu verilerin 1gi8inda, GN-8 kodlu bilesigin varhg Amaryllidaceae
familyasinin Galanthus genusu da dahil muhtelif tiirlerinde daha 6nceden saptanmig

olan (4, 67, 103) (+)-tazettine oldugu kesinlik kazanmigtir.

Asagida acik kimyasal formiilii verilen (+)-tazettine’in kiral merkezlerindeki
3 (S), 4a (S), 6a (S) ve 12b (S) absolut konfigiirasyonu ile konformasyonel tercihi, X-

ray analizleri ile belirlenmis bulunmaktadir (103, 124).

1.56
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2.83 CH;
e
o 2.64
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102.4
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H. GN-9 [5,6-DIHYDROBICOLORINE]

Farkl ana ve alt fraksiyonlardan elde edilip, A-2, A-4, C-1 ve G-1 kodlan ile
tanimlanan bilesiklerin yapilan 1.T K. ¢alismalar1 sonucunda, identik olduklan tespit
edilmistir. Bu fraksiyonlarin birlegtirilmesiyle toplam 103.2 mg agirhiginda elde
edilen, amorf ve Dragendorff belirtecine olumlu yanit veren bilesife GN-9 kodu

verilmigtir.

Optikge inaktif olan bu bilegigin 300 MHz NMR spektrometresinde ve
détorokloroform iginde alinan '"H NMR spektrumunda aromatik sahada singlet olarak
gorilen ve birbirlerine gore para konumda olduklar digiinilen 2 aromatik hidrojene
(8 7.46 ve 6.89) ve iki hidrojen degerinde singlet olarak izlenen bir metilendioksi
grubuna (8 6.21) ait sinyaller izlenmektedir. Bunun diginda, aromatik sahada & 7.51,
7.21, 7.04 ve 6.97°de birer hidrojen degerinde 4 sinyal izlenmektedir. 8 7.21 ve
6.97°deki protonlar dublet-dublet seklinde, & 7.51 ve 7.04’teki protonlar ise triplet-
dublet seklinde boliniirler. Bu dort protona ait bolinmeler ve J degerleri, bu
sinyallerin  1,2-distbstitie benzen halkasimin hidrojenlerine ait  oldugunu
dustindurmektedir. Alifatik alanda, & 2.95°te gorilen 3 hidrojen degerindeki singlet,
molekiilde N-metil grubunun varligina isaret etmektedir. llaveten yine alifatik alanda
oldukg¢a agag: alana kaymig (6 4.48 ve 4.41) olarak izlenen iki dubletin (/ 12.0 Hz)
izole bir metilen grubuna ait oldugu disanilmisgtir. Gerek kimyasal kayma ve
gerekse .J degerleri, bu sinyalilerin azot gibi bir heteroatoma o-konumda olan izole
benzilik metilen protonlarina ait oldugunu diigindirmektedir. Ozetle, bilesigin 300

MHz 'H NMR spektrumunda toplam 13 protonun sinyali izlenmektedir.



256

Bilinen Amaryllidaceae alkaloitlerinin genel yaptlan g6zoniine alindiginda
'H NMR spektrumunun degerlendirilmesiyle elde edilen bu bulgular, GN-9 kodlu

bilegigin phenanthridine grubundan olabilecegini digiindiirmektedir.

Bilesigimizin *C NMR (75 MHz) spektrumunda 15 karbona ait sinyaller
izlenmektedir. DEPT spektrumuna gore bu sinyallerden 6 tanesinin katerner, 6
tanesinin metin, 2 tanesinin metilen ve birinin ise metil karbonlarina ait oldugu
gorilmistir. Bu sinyallerden en dikkate deger olani, & 63.6’da rezonans yapan
karbondur. Bu karbonun kimyasal kayma degeri, azot gibi bir heteroatoma o-
konumda olan bir benzilik metilen karbonu i¢in uygundur. Bunun diginda, 8 101.2°de
goriilen sinyal, molekiilde metilendioksi grubunun, 30.8’de izlenen sinyal ise N-metil
grubunun varligmmi dogrulamaktadir. 8 147.5 ve 147.4’te rezonans yapan katerner
karbonlarin kimyasal kayma degerleri, metilendioksi grubunun aromatik halkaya
baglanma yoresindeki katerner karbonlar igin uygundur. 8 146.5’te izlenen sinyal ise
diger ikisine gore nispeten daha yukan alanda oldugu i¢in azot atomuna o-konumda

bulunan bir katerner karbonun (C-4a) varligina isaret etmektedir.

Molekiilde bir metilendioksi grubu oldugundan dolay1 en az iki oksijenin
varlig1 biiinmektedir. ID NMR deneylerinden saglanan bu bulgular, molekiiliin
CisHi3NO; kapali formuliine sahip olabilecegini ortaya koymustur. Bilegigin gerek
EI kitle spektrumu incelendiginde m/z 239°da goriilen molekiiler iyon piki ve
gerekse ESI kiitle spektrumunda m/z 240°da gorilen [M+H"] piki bu disiinceyi

dogrulamaktadir.

1D NMR deneylerinden saglanan bilgiler ve yapilan literatiir aragtirmalart,

GN-9 kodlu bilesigin  5,6-dihydrobicolorine adli  alkaloit  olabilecegini
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dusiindirmastir. Bilegigin IR, EI kiitle ve 1D NMR bulgulan, literatiirdeki degerlerie
kargilagtinnlmis ve uyum igerisinde olduklan gorilmistiir. Bilesikteki karbon ve
hidrojenlerin kimyasal kayma degerleri, literatiirden yararlanarak yerlegtirilmigtir
Ancak C-8 ve C-9 ile C-7 ve C-10’un kimyasal kayma degerleri kendi aralarinda

degigebilir (35, 155).

Sonug olarak GN-9 kodlu bilesigin, Amaryllidaceae familyasinin Galanthus
genusu digindaki mubhtelif tirlerinde daha o6nceden varhig: saptanmig (67),
phenanthridine alt grubuna ait bir alkaloit olan 5,6-dihydrobicolorine oldugu kesinlik
kazanmistir. Asagida ve 258. sayfada acgik kimyasal formilii verilen 5,6-
dihydrobicolorine’in Galanthus genusundaki varligi ise ilk kez tarafimizdan bu

caligmada rapor edilmektedir.

6.21
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I. GN-10 [(+)-3-O-(3-HYDROXYBUTYRIL)TAZETTINOL]

G kodlu ana fraksiyondan amorf halde elde edilen 10.7 mg agirligindaki ve

Dragendorff belirtecine olumlu yanit veren bilesige, GN-10 kodu verilmistir.

Bilesigin 500 MHz NMR spektrometresinde ve dotorokloroform iginde
alinan 'H NMR spektrumunda aromatik sahada singlet olarak goriilen 2 aromatik
hidrojene (8 6.82 ve 6.52), béliinmeleri sirasiyla 10.8 ve 10.4 Hz olan 2 olefinik
protona (6 5.98 ve 5.73) ve iki hidrojen degerinde singlet olarak gorilen bir
metilendioksi grubuna (8 5.93) ait sinyaller izlenmektedir. §5.73’te iki proton
degerinde sinyal goriilmesi, olefinik protonun yamsira kimyasal kayma degeri
olduk¢a asagi alana kaymig bir metin protonunun varhgim diisiindiirmektedir.
Alifatik alanda ise & 2.47’de gorilen (¢ proton degerindeki singlet, N-metil
grubunun varligina isaret etmektedir. Alifatik alanda biri digerine gore daha asag
alana kaymus olan ve iki ¢ift izole metilen grubuna ait oldugu disiiniilen sinyaller
dikkat ¢ekmektedir. Bu metilen gruplarindan birisi §4.99 ve 4.65°te gorilen ve
etkilesme katsayilarni 14.8 Hz olan iki dublet seklindedir. Kimyasal kayma ve J
degerleri, bu protonlarin oksijene komsu izole benzilik metilen grubuna ait oldugunu
disiindirmektedir. Diger izole metilen grubunun sinyalleri ise daha yukar alanda
0340 ve 2.77de, etkilesme katsayilan 10.8 Hz olan iki dublet seklinde
gorilmektedir. Kimyasal kayma degerleri, bu protonlarin da bir heteroatoma o-
konumda oldugunu diisindirmektedir. 8 1.25°te ise 3 hidrojen degerinde ve bir metil
grubunun varligina isaret eden sinyal gozlenmektedir. Alifatik sahada ayrica § 4.24,
2.96,2.57,2.48, 231 ve 1.75’te 6 protona ait sinyal izlenmektedir. Bu sinyallerden,

digerlerine gore oldukga asag: alanda gorillen rezonans (5 4.24), oksijen gibi bir
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heteroatoma o-konumda bulunan bir proton igin uygundur. 82.57 ve 2.48’deki
protonlarin her ikisinin de en biiyik etkilesme katsayilarimn 16.5 Hz oldugu dikkate

alindiginda, bunlarin bir metilen grubuna ait olabilecegi diigiinilebilir.

Bilinen Amaryllidaceae alkaloitlerinin genel yapilan gozonine alindiginda
'H NMR spektrumundan saglanan bilgilerle varliklari saptanan gruplarin nitelikleri
ve sayilan GN-10 kodlu bilesigin tazettine alt grubundan olabilecegini

disiindiirmektedir.

BC NMR (125 MHz) spektrumunun degerlendirilmesi neticesinde 21 adet
karbonun varhigt gorillmigtir. DEPT analizi bu karbonlardan 7 tanesinin katerner, 7
tanesinin metin, 5 tanesinin metilen ve ikisinin ise metil karbonlar1 oldugunu ortaya
koymustur. Bunlarin iginde en ilgi gekici olan, § 172.6’da izlenen ve kimyasal kayma
degeri bir karbonil grubunun varhigina igaret eden sinyaldir. IR spektrumunda 1715
cm’de siddetli bir absorpsiyon gorilmesi de bir karbonil grubunun varligim
dogrulamaktadir. Bunun diginda, *C NMR spektrumunda ilgi gekici ve bilgi veren
sinyaller, 6 101.6 ve 49.6’da rezonans yapan katerner karbonlara ve 22.4’te rezonans
yapan metil karbonuna ait olanlardir. 8 49.6’da rezonans yapan katerner karbonun
kimyasal kayma degeri, tazettine alt grubuna ait bilegiklerde bulunan spiro karbon
i¢in uygun bir bulgudur. § 101.6’da goriilen katerner karbonun ise olduk¢a asag:
alanda izlenen kimyasal kayma degeri iizerinde iki oksijen tagiyan bir karbonun

varligina igaret etmektedir.

1D NMR analizlerinden saglanan bulgular GN-10 kodlu bilesigin tazettine alt
grubundan olabilecegini, ancak bazi yapisal farkliliklar tagidigini gostermistir.

Bilesigin yapisimin  kesinlikle ortaya konulabilmesi igin daha ileri analizlerin
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yapilmasina gerek gorilmistir. Bu nedenle, bilesigin 500 MHz NMR

spektrometresinde ayrintili 2D NMR analizleri gergeklestirilmigtir.

'H, '"H DQF-COSY, TOCSY, HSQC ve HMBC deneylerinden elde edilen
bulgulardan yararlanarak, ana iskeletin olusturulmasina metilendioksi siibstitiientinin
bulundugu A halkasindan baglanmigti. HMBC deneyinde, metilendioksi
protonlarinin (6 5.93) 3 bag aracilifiyla 6 146.6’da rezonans yapan karbonlarla
etkilegtigi gorilmigtiir. Aromatik sahada § 6.82 ve 6.52’de goriilen singletlerin C-10
ve C-11 (8 146.6) ile 2 veya 3 bag araciligtyla etkileymesi nedeniyle metilendioksi
grubuyla bu iki protonun aym halkada yer aldiklar1 saptanmgtir. 8 6.52 (H-9)’deki
proton, & 126.9’daki katerner karbonla 3 bag aracilifiyla korelasyon yapmaktadir.
S 6.82 (H-12)’deki protonun ise & 126.9°daki katerner karbon ile 2, & 125.7°deki
katerner karbon ile 3 bag araciliiyla yapmis oldugu korelasyonlar izlenmektedir.
Buna gore, 6 125.7 (C-8a) ve 126.9 (C-12a)’da rezonans yapan karbonlar, A

halkasinin katerner karbonlar1 olmahdiriar.

8 6.52 (H-9)’de goriilen proton, en fazla bilgi verici korelasyonunu 3 bag
aracthigiyla A halkasi disinda yer alan ve § 62.0 (C-8)’da rezonans yapan karbon ile
yapmaktadir. HSQC deneyi ile izole geminal hidrojenlerin (5 4.99 ve 4.65), bu
karbon tzerinde bulundugu belirlenmistic. Bu protonlarin her ikisi de 3 bag
aracthgiyla 8 101.6 (C-6a)’daki katerner karbonla etkilegmektedir. 8 6.82 (H-12)de
rezonans yapan proton ise en fazla bilgi verici korelasyonunu, A halkasi diginda yer
alan ve 6 49.6 (C-12b)’da izlenen katerner karbonla yapar. Buraya kadar elde edilen

bilgilerden, A halkasina spiro karbon (8 49.6) ve izole geminal hidrojenler (8 4.99 ve
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4.65) ile muhtemelen iki oksijen tagiyan bir katerner karbonun (3 101.6) bulundugu

B halkasinn bagli oldugu gorilmiistir.

'H, 'H DQF-COSY spektrumunda & 598 (H-2)’deki olefinik dublet,
8 5.73’te rezonans yapan protonla etkilesmektedir. '"H NMR’da bu kimyasal kayma
degerinde 2 protonun mevcut oldugu ve bunlardan birinin olefinik oldugu daha 6nce
belirlenmigti. HSQC deneyinde H-1 (8 5.73)’in & 130.1°deki karbon iizerinde yer
aldif: tespit edilmigtir. Bu proton HMBC deneyinde 3 bag araciligiyla 8 68.2 (C-
3)’de izlenen karbonla korelasyon yapmaktadir. HSQC deneyinde bu karbon
iizerinde & 5.73’te rezonans yapan protonun bulundugu belirlenmigtir. O halde
& 5.73’teki ikinci proton C-3 (8 68.2) iizerindedir. § 5.98 (H-2)’deki proton ise 3 bag
aracilifiyla § 25.9 (C-4)’daki karbonla etkilesmektedir. HSQC deneyinde bu karbon
iizerinde bulunduklar1 saptanan & 2.31 ve 1.75 (H-4)’teki hidrojenlerin 'H, 'H DQF-
COSY ve NOESY deneylerinde & 5.73’teki hidrojenle etkilesmeleri bu protonun C-3
(8 68.2) iizerinde yer aldigim dogrulamaktadir. Buna ilaveten, 'H, "H DQF-COSY ve
NOESY deneylerinde H-4 (8 2.31 ve 1.75) protonlarinin § 2.96 (H-4a)’da rezonans

yapan proton ile etkilestikleri gézlenmistir.

TOCSY deneyinde de yukanda bahsedilen biitiin protonlarn (H-1, H-2, H-3,
H-4 ve H-4a) arasindaki korelasyonlar tespit edilmig ve bunlarin muhtemel bir

tazettine yapisimn C halkasindaki diziligleri dogrulanmugtir.

HMBC deneyinde N-metil protonlari (8 2.47), 3 bag araciifiyla & 69.8 (C-
4a) ve 65.2 (C-6)'deki karbonlarla korelasyon yapmaktadir. 'H, 'H DQF-COSY
deneyinde etkilesen ve ayrica HSQC deneyinde & 65.2 (C-6)’deki karbon iizerinde

bulunduklar: tespit edilen 8 3.40 ve 2.77 (H-6)’deki protonlarn, azot atomuna a-
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konumda olan izole metilen grubuna ait olduklan gorilmistir. HMBC deneyinde bu
geminal protonlar, 2 bag aracihgiyla & 101.6 (C-6a)daki katerner karbonla
korelasyon yapmaktadir. Bu durumda muhtemel bir tazettine yapisimin D halkasinda

yer alan protonlarin ve karbonlann diziligleri tespit editmigtir.

HMBC spektrumunda § 49.6 (C-12b)’daki karbonun & 5.98 (H-2), 2.77 (H-6)
ve 2.31 (H-4)’deki protonlarla 3 bag, 5.73 (H-1)’teki proton ile de 2 bag aracihigiyla
olan korelasyonlar izlenmektedir. Bu durumda 8 49.6’da rezonans yapan C-12b’nin,
C ve D halkalarimin hidrojenleri ile beklenen ve bilgi verici korelasyonlari

saptanmustir.

Buraya kadar elde edilen bilgilerden yararlanarak, C-3’te metoksil grubu
harig tazettine molekiil yapisina sahip bir bilesik olusturulabilmistir. Ancak 'H ve >C
NMR spektrumlarinda varliklan tespit edilmis olan 4 alifatik hidrojen (6 4.24, 2.57,-
248 ve 1.25) ve bir karbonil grubunun (8 172.6) bu ana iskelete ne sekilde

baglandigini tespit etmek gereklidir.

'H, '"H DQF-COSY deneyinde etkilesen ve HSQC deneyinde geminal
olduklan dogrulanan protonlarla (8 2.57 ve 2.48), § 4.24’te rezonans yapan protonun
etkilestikleri gozlenmigtir. Bu protonun kimyasal kayma degerinin oldukga agag:
alana kaymis olmasi, aym karbon uizerinde bir hidroksil grubunun varlifina isaret
etmektedir. 'H, '"H DQF-COSY deneyinde & 4.24’teki proton ayrica & 1.257te
rezonans yapan metil protonlan ile de etkilesmektedir. Buna ilaveten, yukanda
bahsedilen 4 protonun (8 4.24, 2.57, 2.48 ve 1.25) TOCSY ve NOESY deneyinde
birbirleriyle olan korelasyonlan gérilmektedir. HMBC deneyinde 6 172.6’daki

karbonla & 4.24’teki protonun 3, 8 2.57 ve 2.48’deki protonlarim ise 2 bag araciliiyla
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yaptiklan korelasyonlar izlenmektedir. Bu durum, molekiilde ana iskelet yaptya bagh

3-hidroksi biitirik asit esteri oldugunu diigiindiirmektedir.

Tazettine ana halka yapisini disiindiigimiizde bu esterin yapiya C-3 veya C-
6a’dan baglanabilecegi ortaya ¢ikmaktadw. Bu asamada, HMBC ve NOESY
deneylerinden saglanan bulgular bilgi verici diizeyde olmadigi icin ester yapisinin
molekiile nasil baglandif literatiire dayandirilarak tespit edilmistir. Hidroksil
grubunun agilasyonunun, sekonder alkoliin o hidrojeninin kimyasal kayma degerini
yaklagik 1-1.2 ppm asag1 alana kaydirdig: bilinmektedir (130). Tazettine ana halka
yapisina sahip bilesiklerde 3 konumundaki hidrojenin kimyasal kayma degerinin
yaklagtk 4 ppm civarinda oldugu gozoniine alindiginda GN-10 kodlu bilesikteki H-
3’tin kimyasal kayma degeri (8 5.73) ester grubunun C-3’te olmas: gerektigini ortaya

koymaktadir.

EI kutle spektrumunda, m/z 403’te bagil bollugu yiksek (% 90) molekiiler
iyon piki, kolaylikla gozlenmektedir. Molekiilden ester grubunun ayrilmasiyla
meydana gelen [M-87]" iyonuna karsthk gelen baz tepe ise m/z 316’da
izlenmektedir. GN-10 kodlu bilesik icin 6nerilen CzHysNO7 kapalt formila igin
hesaplanan molekiil agirhg:, ESI kitle spektrumunda m/z 404’te [M+H'] pikinin

gorilmesiyle de dogrulanmaktadir.

GN-10 kodlu bilesigimizin 3 konumundaki konfigiirasyonun tayini H-2 ve H-
3 igin gdzlenen etkilegsme katsayilarmin bityiikliigiine dayandiriimstir. Jo 3 yaklagik 4
Hz civarinda oldugu zaman bilesigin 3 konumunda (R) konfigiirasyonuna sahip
oldugu ve H-3 hidrojeninin B, ¢ok daha kiigiik etkilesme katsayist s6z konusu

oldugunda ise zit konfiglirasyonun mevcut oldugu, H-3"iin ise o olarak yonlendigi
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bildirilmektedir (61). Bilesigimizin 'H NMR spektrumunda 10.8 ve 0.8 Hz degerinde
etkilesme degerleri olan dublet-dublet seklinde izlenen & 5.98 (H-2)’deki hidrojenin,
0.8 Hz degerindeki etkilesmeyi H-3 (8 5.73) ile ger¢eklestirdigi diiginilmistiir. Buna
gore, H-3 a oriyantasyonda olmalidir. Bu, C-3’teki konfigiirasyonun, (+)-tazettine’de

oldugu gibi (103) (S) olduguna isaret etmektedir.

GN-10 bilegiginin CD spektrumu stereokimyasal yapisi tespit edilmig (+)-
tazettine’inki ile benzer (160) oldugu igin C-12b’nin (S) konfigiirasyona sahip

oldugu disiinilmiistiir.

NOESY spektrumundan elde edilen bulgularin molekiiler model {izerinde
degerlendirilmesi neticesinde H-12 (6 6.82), H-4a (6 2.96) ve H-4 (8 1.75) arasinda
etkilesmelerin gozlenmesi C halkasi sandalyeye benzer konformasyonda oldugu
zaman mimkiindir. H-12 (3 6.82) ile belirgin korelasyon gosteren H-4 (5 1.75),
aksiyal olarak yonlenmektedir. H-12 (8 6.82)’nin, H-4a (8 2.96) ile etkilesmesi, H-
4a’nin P olarak yonlendigine isaret etmektedir. N-metil grubunun H-4a (5 2.96), H-
4eq (3 2.31) ile etkilesmesi, bu grubun konformasyonu hakkinda bilgi vermektedir.
N-metil grubu ve 8 2.77 (H-6)’deki hidrojenin arasindaki belirgin etkilegmeler bu
protonun f olarak yonlendigi durumda s6z konusudur. Buna gore, & 3.40 (H-6)ta

rezonans yapan proton ise o olarak yonlenmigtir.

Biitiin bu verilerin 1siginda, GN-10 kodlu bilesigin, 3 konumunda 3-
hidroksibiitirik asit esteri tagiyan tazettinol oldugu tespit edilmigtir. Doga i¢in yeni
bir madde oldugu saptanan, 266. ve 267. sayfalarda agik kimyasal formiili gésterilen

bilesik, 3-O-(3-hydroxybutyril)tazettinol olarak adlandirilmustir.
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J. GN-11 [(+)-9-O-DEMETHYLHOMOLYCORINE]

G kodlu ana fraksiyondan amorf halde elde edilen 103.4 mg agirhgindaki ve

DragendorfY belirtecine olumlu yanit veren bilegige GN-11 kodu verilmigtir.

Bilesigin 300 MHz NMR spektrometresinde ve dotérometanol iginde alinan
"H NMR spektrumunda toplam 17 protona ait sinyal goriilmektedir. Aromatik sahada
singlet olarak izlenen 2 aromatik protona (8 7.41 ve 7.10) ve kigik etkilegmesi olan
singlet seklinde gorilen 1 olefinik protona (8 5.60) ait sinyaller izlenmektedir. &
7.41°deki aromatik protonun kimyasal kayma degeri bu hidrojenin yakininda
bulunan ve kimyasal kayma degerinin agag: alana kaymasina neden olan bir gruptan
etkilendigini diigindirmektedir. Alifatik alanda ise & 3.96°da ve 2.10°da goriilen 3’er
proton degerinde 2 singlete ait sinyaller sirastyla aromatik karakterli bir metoksil
grubu ve N-metil grubunun varligina isaret etmektedir. Bunun diginda, alifatik alanda
d 3.23’te multiplet olarak gorilen bir proton, & 2.82-2.76 civarinda multiplet olarak
izlenen 3 proton, 8 2.65-2.53 civarinda multiplet olarak izlenen 3 proton ve § 2.47-
2.41 civarinda yine multiplet olarak gériilen bir proton degerinde 8 protona ait sinyal
izlenmektedir. § 3.23’teki protonun kimyasal kayma degerinin diger alifatik
protonlara goére nispeten asag: alanda olmast onun azot gibi bir heteroatoma a-

konumda olabilecegini disiindirmektedir.

Bilesigin °C NMR (75 MHz) spektrumu degerlendirildiginde toplam 17
karbona ait sinyal izlenmektedir. DEPT analizi bunlardan 6 tanesinin katerner, 6
taﬁesinin metin, 3 tanesinin metilen ve ikisinin ise metil karbonlarl oldugunu
gostermigtir. Bu asamada, '"H NMR ve “C NMR deneylerinden saglanan bilgiler

kargilagtirldiginda "H NMR’da 17 protona ait sinyal izlendigi halde *C NMR’da 18
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protonun varlig: tespit edilmistir. Buna gore, 'H NMR spektrumunda yaklasik &
4.82’de bir protona ait sinyalin giddetli ¢oziicii sinyali altinda kalmg olabilecegi
dugtinalebilir. Bu protonun kimyasal kayma degeri, oksijen gibi bir heteroatoma o-

konumda olan bir metin protonu igin uygun bir bulgudur.

BC NMR spektrumunda & 167.7°de izlenen katerner karbona ait sinyal ve
kimyasal kayma degeri, molekiilde bir lakton karbonilinin varligina isaret etmektedir.
Ayrica IR spektrumunda 1710 cm’de goriillen siddetli absorpsiyon, bu lakton
grubunun varligini dogrulamaktadir. 8 56.7°de gorillen sinyal metoksil grubunun
varhigint ortaya koymaktadir. 8 43.5 ve 43.3’te izlenen iki sinyalden ilkinin bir metin,
ikincisinin ise metil grubu oldugu DEPT 90 spektrumu ile belirlenmistir. 8 43.3’teki

sinyal N-metil grubunun varligim dogrulamaktadir. § 153.8 ve 148.0’daki katerner

karbonlarin kimyasal kayma degerleri, bu karbonlarin oksijene komsu olduklarina

isaret etmektedir. Molekiilde bir aromatik metoksilin oldugu gozéniine alindiginda
ve IR spektrumunda 3420 cm’de genis absorpsiyon sinyali goriilmesi nedeniyle
ikinci oksijenli substitiisyonun bir hidroksil grubu oldugu ortaya ¢ikmaktadir.
Molekiilde fenolik bir hidroksil grubunun varhigi, UV spektrumunda % 1’lik sodyum
hidroksit ilavesi sonucunda goriilen batokromik kayma ile dogrulanmistir. Bunun
diginda, & 140.2°deki katerner karbonun kimyasal kayma degeri, bu karbonun
olefinik karakterli oldugunu digiindiirmektedir. Alifatik alanda, § 79.0’da izlenen
metin karbonuna ait sinyal, bu karbonun oksijene komsu olduguna igaret etmektedir.
& 68.2°deki karbonun kimyasal kayma degeri ise bu karbonun bir heteroatoma o-
konumda olabilecegini diigindiirmektedir. Bunun diginda, alifatik alanda 3 metilen

karbonuna ait sinyaller (& 57.1, 32.0 ve 28.4) izlenmektedir. 8 57.1’de rezonans
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yapan karbonun kimyasal kayma degerinin diger ikisine gore agagl alanda olmasi

onun azot gibi bir heteroatoma a-konumda olduguna igaret etmektedir.

Bilinen Amaryllidaceae alkaloitlerinin genel yapilan gozonine alindiginda
1D NMR deneylerinden saglanan bilgiler, GN-11 kodlu bilesigin lycorenine alt

grubundan homolycorine serisi alkaloitlerden olabilecegini diisiindirmektedir.

Molekiilde bir aromatik metoksil, bir hidroksil ve bir lakton grubu oldugu
bilindiginden en az 4 oksijenin olmas: gerekir. Buna gore, 1D NMR deneylerinden
elde edilen bilgiler molekiiliin kapali formiliniin C;7H;9NO4 olabilecegini ortaya
koymustur. Bu agamada ele alinan ESI kiitle spektrumunda m/z 302°de goriilen

[M+H'] piki de bu kimyasal formiilii dogrulamaktadir.

Yapilan  literatiir  arastwrmalari  GN-11  kodlu  bilesigin  O-
demethylhomolycorine olabilecegini ortaya koymusgtur. Bilesigin EI kiitle spektrumu
incelendiginde molekiiler iyon pikinin (m/z 301) bagil bollugunun ¢ok disiik oldugu
gorilmugtiir. Bunun yamsira, m/z 109°da baz tepe olarak gorilen pargalanma
iyonuna ait sinyalin mevcut olmas: homolycorine serisi Amaryllidaceae
alkaloitlerinde C halkasmnin retro-Diels-Alder pargalanmasmin bir 6zelligidir. Bu
iyon daha sonra 1 hidrojen kaybederek m/z 108 (% 18) pikini vermektedir (Sema 4)

(68, 125).

Kiitle spektrumundan elde edilen bilgiler alkaloidin 9-O-demethyl (3, 14, 46,
73, 79, 84, 91, 92, 113, 134, 138, 140, 148, 160) veya 10-O-demethylhomolycorine
(13) olduguna dair kesin bilgi saglamamaktadir. Literatirde 9-O-
demethylhomolycorine bilesiginin farkli sekilde numaralandirildigs saptanmistir.

Bazi kaynaklarda farkli bir sisteme gore numaralandirilan bu bilesik 8-O-
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demethylhomolycorine olarak (14), 10-O-demethylhomolycorine ise 9-O-

demethylhomolycorine (13) olarak yer almaktadir.

H3CO N
—_ o
HO H.C—
LN A
o
-
m/z 109
i/ .
H3zC-N / H
M, m/z 301
m/z 108
Sema 4

Literatiirde 9-O-demethylhomolycorine ve 10-O-demethylhomolycorine’in
erime derecelerinden yararlanarak ayirt edilebilecegi bildirilmektedir. P. W. Jeffs ve
arkadaglan (73) erime derecesi 138-140 °C olan O-demethylhomolycorine’in 9-O-
demethythomolycorine ve S. Uyeo ile N. Yanaihara (148) tarafindan rapor edilen
213214 °C erime derecesine sahip bilegigin 10-O-demethylhomolycorine
olabilecegini ileri siirmiislerdir. Diger yandan M. P. V. Tato ve arkadaglar ise (140)
elde ettikleri 128-130 °C  erime derecesine sahip bilesigin  9-O-
demethylhomolycorine oldugunu ve S. Uyeo ile N. Yanaihara (148) tarafindan izole
edilen bilesigin 213-214 °C erime derecesine sahip olmasimin polimorfizmden
kaynaklanabilecegini onermislerdir. Bu durumu aydinlatmak ig¢in M. Kihara ve
arkadaslar1 (79) elde ettikleri ve 127-130°C erime derecesine sahip bilesik ile S.

Kobayashi ve arkadaglar1 (84) tarafindan izole edilen 207-208°C’de eriyen O-
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demethylhomolycorine bilesigine NOESY deneyi uygulamislardir. Her iki bilegikte
de metoksil grubu ile H-11 arasinda korelasyon gézlendigi halde H-8 ile korelasyon
gﬁzlénmedigi bildirilmistir. Dolayisiyla M. Kihara ve arkadaslan (79) bugiine kadar
rapor edilen O-demethylhomolycorine’in  9-O-demethylhomolycorine  olmasi
gerektigi ve erime dereceleri arasinda farkhliklar olmasinin polimorfizme bagh

oldugu sonucuna varmiglardir.

A. Latvala ve arkadaglar ise (91, 92) elde ettikleri farkli erime derecelerine
sahip ve 9-O-demethylhomolycorine oldugunu saptadiklan bilesikler tizerinde X-ray
analizi gergeklestirmislerdir. Erime derecelerinde gozlenen degisikliklerin
kristallerde farkh ¢oziici molekillerinin yer almasina ve farkli konformerlerin soz

konusu olmasina bagh oldugunu belirtmislerdir.

GN—I‘I kodlu bilegikteki metoksil siibstitiientinin konumunu kesin olarak
saptayabilmek i¢in NOESY deneyi uygulanmistir. 600 MHz NMR spektrometresinde
dotorokloroform iginde alinan NOESY spektrumunda aromatik sahada izlenen
birbirlerine gore para konumda olan iki aromatik protondan kimyasal kayma degeri
daha yukar alanda olan & 7.10 (H-11) ile metoksil grubu (6 3.96) arasinda belirgin
NOESY korelasyonu goriulmigtar. 6 7.41 (H-8)’deki proton ile metoksil grubu
arasinda etkilesme gozlenmemigtir. Bu durumda metoksil grubu, 10 konumunda
olmalidir. Buna gore, GN-11 kodlu bilesigin 9-O-demethylhomolycorine oldugu
tespit edilmigtir. Bilegigin karbon ve hidrojen kimyasal kayma degerleri, literatiirden

yararlanarak yerlestirilmistir (46, 73, 79, 84, 92, 113, 138).

Bilesigin UV ve IR spektrumlarindan elde edilen bulgular bu bilesik igin

literatiirde verilen degerlerle uyumludur (14, 73, 79, 92, 138, 148, 160).
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Ayrica bilesigin metanol igerisinde alinmig CD spektrumunun 9-O-
demethylhomolycorine’in CD spektrumu ile benzer oldugu ve elde edilen bulgularin
literatiirde verilen degerlerle uyum igerisinde oldugu gorilmistiir. Buna gore, GN-11
kodlu bilesigin B ve C halkalarinn cis olarak kaynastig da belirlenmistir (73, 91, 92,

160).

Asagida ve 274. sayfada agik kimyasal formilii verilen ve Galanthus plicatus
Bieb. subsp. byzantinus (Baker) D. A. Webb bitkisinden tarafimizdan ilk kez izole

edilen bu bilesigin baz1 Galanthus tirlerindeki mevcudiyeti daha evvelce

gosterilmigtir (67).
2.47-2.41
3.23 265253
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2.82-2.76 5.60
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Sonug olarak, bu arastirmada Galanthus plicatus Bieb. subsp. byzantinus
(Baker) D. A. Webb bitkisinden izole edilerek yapilari aydinlatilan 11 adet
Amaryllidaceae alkaloidinden 7 adedinin doga i¢in yeni olduklariun ilk defa bu
¢aligma ile rapor edildigi belirtilebilir. Bunlardan (+)-plicamine, (-)-secoplicamine ve
(+)-plicane plicamine adim verdigimiz, Amaryllidaceae alkaloitlerinin yeni bir alt
grubunun ilk 6rneklerini olugturmaktadirlar. Yine (+)-3-O-demethyl-3-epimacronine
ile (+)-3-O-(3-hydroxybutyril)tazettinol adh bilesikler tazettine; N-formylismine ve
bunun enantiomeri olan bilesik phenanthridine alt gruplarina dahil doga i¢in yeni
bilegiklerdir. Bunlarin diginda (+)-tazettine, trisphaeridine, 5,6-dihydrobicolorine ve
(+)-9-O-demethylhomolycorine adli  bilegikler ise bilinen Amaryllidaceae
alkaloitleri olup, bunlardan 5,6-dihydrobicolorine’in  Galanthus genusundaki
mevcudiyeti ilk defa bu galigma ile gosterilmis olmaktadir. (+)-Tazettine haric
tezimizde yer alan butiin alkaloitler tir seviyesi i¢in yenidir. Bu neticelerden bazilar
bilimsel arastirma makalesi halinde yaymlanmis (149) veya yayma kabul edilmisg
olup, yayinlanmak tizeredir (150). Elde edilen bu sonug¢lar materyalin daha ayrmtlh‘
arastiriimasina devam edilmesinin bagka ilging sonuglar verecegini ortaya

koymaktadir ki bu konudaki arastirmalariniza devam etmek arzusundayiz.




OZET

Bu ¢ahigmada, Turkiye’de yabani olarak yetisen ve endemik bir Galanthus
tiirii olan Galanthus plicatus Bieb. subsp. byzantinus (Baker) D. A. Webb bitkisinin
toprakiistii ve toprakalt: kisimlan ayirt edilmeksizin bir biitiin olarak ele alinarak

alkaloit igerigi agisindan incelenmistir.

Daha 6nce oda sicakhiinda kurutulmus ve toz edilmis bitkisel materyal ilk
olarak etanol ile ekstre edilmis ve ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin ugurulmasiyla elde
edilen artik sulu asitli faza alinip, kalevilendirildikten sonra kloroformia titketilerek

bitkide mevcut total tersiyer bazlardan ibaret bir ekstre hazirlanmigtir.

Total tersiyer bazlart igeren ekstrede mevcut alkaloitlerin saflagtinlmalar igin
situn ve preparatif I TK. yontemleri ile gerektiginde kristalizasyondan
yararlamlmigtir. Saflagtinilan bilesiklerin yapilari modern spektroskopik yontemler

kullanilarak aydinlatilmugtar.

Bu caligmalarin sonucunda Galanthus plicatus Bieb. subsp. byzantinus
(Baker) D. A. Webb bitkisinden plicamine alt grubuna ait (+)-plicamine, (-)-
secoplicamine ve (+)-plicane; tazettine alt grubuna ait (+)-tazettine, (+)-3-O-
demethyl-3-epimacronine ve (+)- 3-O-(3-hydroxybutyril)tazettinol, phenanthridine

alt grubuna dahil N-formylismine ile bunun enantiomeri, trisphaeridine ve 5,6-
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dihydrobicolorine ile lycorenine alt grubuna ait (+)- 9-O-demethylhomolycorine adli

alkaloitler izole edilip, yapilan aydiniatiimugtir.

Bunlardan, tazettine hari¢ biitiin alkaloitler tir igin, 5,6-dihydrobicolorine
genus i¢in, (+)-plicamine, (-)-secoplicamine, (+)-plicane, (+)-3-O-demethyl-3-
epimacronine, (+)-3-O-(3-hydroxybutyril)tazettinol, N-formylismine ile bunun
enantiomeri doga igin yeni Amaryllidaceae alkaloitleri olup, ilk defa bu galigma ile
rapor edilmigtir. Doga igin yeni olan bu alkaloitlerden (+)-plicamine, (-)-
secoplicamine ve (+)-plicane tarafimizdan plicamine olarak adlandinlan

Amaryllidaceae icin yeni bir alt grubun ilk érnekleridir.




SUMMARY

In this study, the combined aerial and underground parts of Galanthus
plicatus Bieb. subsp. byzantinus (Baker) D. A. Webb, a wild growing and an
endemic plant of Turkey, have been thoroughly investigated for its alkaloidal

content.

The material, initially dried at room temperature and powdered, was first
extracted with ethanol. The residue obtained after the evaporation of the extraction
solvent was dissolved in acid and filtered. This acidic solution was basified and then
it was extracted with chloroform. An extract of total tertiary bases found in the plant

was obtained.

Column and preparative thin layer chromatography methods and also
crystallization were utilized for the purification of the alkaloids present in the total
extract of tertiary bases. The structures of the pure compounds were elucidated by

using modern spectroscopic methods.

As a result of these studies, (+)-plicamine, (-)-secoplicamine and (+)-plicane
from the plicamines subgroup; (+)-tazettine, (+)-3-O-demethyl-3-epimacronine and
(+)-3-O-(3-hydroxybutyril)tazettinol from the tazettine subgroup; trisphaeridine, 5,6-

dihydrobicolorine, N-formylismine and its enantiomer from the phenanthridine
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subgroup and (+)-9-O-demethylhomolycorine from the lycorenine subgroup were
isolated from Galanthus plicatus Bieb. subsp. byzantinus (Baker) D. A. Webb and

their structures were elucidated.

From this plant, all of the alkaloids except (+)-tazettine and from the genus
Galanthus, 5,6-dihydrobicolorine have been isolated for the first time, in this study.
(+)-Plicamine, (-)-secoplicamine, (+)-plicane, (+)-3-O-demethyl-3-epimacronine,
(+)-3-0-(3-hydroxybutyril)tazettinol, N-formylismine and its enantiomer are novel
Amaryllidaceae alkaloids which are reported for the first time in this study. Of these
novel alkaloids, (+)-plicamine, (-)-secoplicamine and (+)-plicane are the first

examples of the novel subgroup of Amaryllidaceae, named as plicamine.
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