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OZET
AMASYA, AKDAG’DAN TOPLANAN GALANTHUS FOSTERI BAKER
BITKiSi UZERINDE FARMAKOGNOZIK CALISMALAR

Bu calismada, Tirkiye’de yabani olarak yetisen bir Galanthus tiirii olan
Galanthus fosteri Baker bitkisi g¢esitli agilardan ele alinarak ayrintili olarak
incelenmistir.

Ilk ¢alismamizda, Herba ve Bulbus Galanthi droglar iizerinde anatomik ve
mikroskobik arastirmalar yapilmuistir.

Drog orneklerinin kalite kontrol arastirmalart (kurutmada kayip, total Kkiil,
siilfat kiilii ve hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil) Avrupa Farmakopesi’ne gore
gerceklestirilmistir ve sonuglar % degerler olarak rapor edilmistir. Buna ilaveten
droglarin total alkaloit miktarlar: titrimetrik bir yontemle tayin edilmistir.

Galanthus genusunun Onemli alkaloitleri arasinda yer alan galantamin ve
likorin, G. fosteri bitkisinden hazirlanan dort farkli drog 6rneginde, yiiksek basingli
stvi kromatografisi (HPLC) yontemiyle kalitatif ve kantitatif olarak arastirilmistir.
Bunlara ek olarak, G. fosteri ’den hazirlanan dort farkli drog 6rneginin igermis oldugu
yirmi ti¢ farkli alkaloit kapiler gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (CGC-MS)
yontemiyle tespit edilmistir. G. fosteri bitkisinin alkaloit igerigi GC-MS yontemiyle
ilk kez bu ¢alismada rapor edilmistir.

Biyolojik aktivite rehberliginde izolasyon ve yap1 aydinlatma caligmalarinin
yapildig1 arastirmalarda, oda sicakliginda kurutulmus ve toz edilmis total bitkisel
materyalden  hazirlanan  total alkaloit ekstresinin  silika jel siitunda
fraksiyonlandirilmasiyla elde edilen ana fraksiyonlarm in vitro Ellman metoduna
dayali mikroplaka deneyinden yararlanilarak asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz
inhibitdr aktiviteleri tespit edilmistir. Antikolinesteraz aktivite gosteren fraksiyonlar,
preparatif siitun kromatografisi, preparatif I.T.K. ve diger saflastirma yontemlerinden
faydalanilarak izolasyona tabi tutulmuglardir. Elde edilen bilesiklerin yapilari
spektroskopik yontemler (UV, IR, CD, 1D ve 2D NMR, ESIMS, HR-ESIMS)
kullanilarak aydinlatilmigtir.

Bu c¢alismalarin sonucunda Galanthus fosteri Baker’dan, Amaryllidaceae
alkaloitlerinin likorin alt grubundan (-)-galantin, (-)- inkartin, (-)-oksoinkartin ve (-)-
9-O-metilpsodolikorin, hemantamin alt grubundan (+)-vittatin, (-)-3,11-O-diasetil-9-
O-demetilmaritidin -~ ve  (+)-11-O-asetil-9-O-demetilmaritidin, galantamin alt



grubundan (-)-galantamin, bunlara ilaveten hordenin ve O,N-dimetilnorbelladin adli
bilesikler izole edilmis ve yapilart aydinlatilmistir. Bunlardan (-)-oksoinkartin, (-)-
3,11-O-diasetil-9-O-demetilmaritidin ve (+)-11-O-asetil-9-O-demetilmaritidin, ilk
kez bu c¢alismada izole edilmistir. (-)-9-O-metilpsddolikorin  ve  O,N-
dimetilnorbelladin genus bazinda yeni bilesikler olup, (-)-galantin, (-)- inkartin ve
(+)-vittatin ise tiir seviyesinde yenidir.

Ayrica izole edilmis olan her bir bilesigin in vitro Ellman metoduna dayali
mikroplaka deneyi kullanilarak asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz inhibitor
aktiviteleri calisgilmistir. Bunlardan (-)-9-O-metilpsddolikorin, (-)-3,11-O-diasetil-9-
O-demetilmaritidin,  (+)-11-O-asetil-9-O-demetilmaritidin, hordenin ve O,N-
dimetilnorbelladin anti-asetilkolinesteraz aktivite gdosterirken, (-)-galantin, (-)-
inkartin, (-)-9-O-metilpsoddolikorin, (+)-vittatin, (+)-11-O-asetil-9-0O-
demetilmaritidin, hordenin ve O,N-dimetilnorbelladin ise anti-butirilkolinesteraz
aktivite gostermistir. Aktif olan tiim bilesiklerin ICsy degerleri hesaplanmistir.

Anahtar Kelimeler: Galanthus fosteri Baker; Kalite kontrol calismalari;

Antikolinesteraz aktivite rehberliginde izolasyon.



ABSTRACT
PHARMACOGNOSTICAL STUDIES ON GALANTHUS FOSTERI
BAKER COLLECTED FROM AKDAG, AMASYA

In this study, Galanthus fosteri Baker, which is a wild-growing Galanthus
species of Turkey, has been thoroughly investigated by several approaches.

As the first study, the anatomical and microscobical investigations on Herba
and Bulbous Galanthi have been carried out.

The quality control investigations (loss on drying, total ash, sulphated ash and
hydrochloric acid-insoluble ash) of drug specimens have been determined according
to European Pharmacopoeia and the results were reported as percentage values.
Moreover, the total alkaloidal contents of the drugs were determined by a titrimetric
method.

Four different drug specimens prepared from G. fosteri, were qualitatively and
quantitatively analyzed for the two principle alkaloids of Galanthus genus,
galanthamine and lycorine, by using High Pressure Liquid Chromatography (HPLC).
Moreover,identification of twenty three alkaloids in four different drug specimens of
G. fosteri were determined by capillary gas chromatography-mass spectrometry
(CGC-MS). The alkaloid content of G. fosteri was reported for the first time by GC-
MS in this study.

In the studies where biological activity guided isolation and structure
elucidation investigations are conducted, total alkaloidal extract prepared from plant
material dried at room temperature and powdered, was fractionated on a column of
silica gel and the obtained main fractions were subjected to the acetylcholinesterase
and butrylcholinesterase inhibitor activity tests by using a microplate assay, based on
in vitro Ellman method. Fractions which showed anticholinesterase activity, have
been purified by preparative column chromatography, preparative T.L.C., and other
purification methods. The structures of the compounds thus obtained were elucidated
by using spectral techniques (UV, IR, CD, 1D and 2D NMR, ESIMS, HR-ESIMS).

As a result of these studies, the Amaryllidaceae alkaloids (-)-galanthine, (-)-
incartine, (-)-oxoincartine and (-)-9-O-methylpseudolycorine from the lycorine
subgroup, (+)-vittatine, (-)-3,11-O-diacetyl-9-O-demethylmaritidine and (+)-11-O-
acetyl-9-O-demethylmaritidine from the haemanthamine subgroup, (-)-galanthamine

from the galanthamine subgroup, moreover hordenine and O,N-dimethylnorbelladine

v



were isolated from Galanthus fosteri Baker and their structures were elucidated. Of
these compounds, (-)-oxoincartine (-)-3,11-O-diacetyl-9-O-demethylmaritidine and
(+)-11-O-acetyl-9-O-demethylmaritidine have been isolated for the first time in this
study. The occurrence of  (-)-9-O-methylpseudolycorine and  O,N-
dimethylnorbelladine are new at the genus level, (-)-galanthine, (-)- incartine and
(+)-vittatine are new for the species.

Additionally, acetylcholinesterase and butrylcholinesterase inhibitories activity
of each compound were performed by using a microplate assay, based on in vitro
Ellman method. (-)-9-O-methylpseudolycorine, (-)-3,11-O-diacetyl-9-O-
demethylmaritidine and (+)-11-O-acetyl-9-O-demethylmaritidine, hordenine and
O,N-dimethylnorbelladine showed anti-acetylcholinesterase activity; (-)-galanthine,
(-)- incartine, (-)-9-O-methylpseudolycorine, (+)-vittatine, (+)-11-O-acetyl-9-O-
demethylmaritidine, (-)-galanthamine, hordenine and O,N-dimethylnorbelladine
displayed anti-butrylcholinesterase activity. The 1Csy values of all the active
compounds were calculated.

Keywords: Galanthus fosteri Baker; Quality control investigations;

Anticholinesterase activity guided isolation.
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GIRIS VE AMAC

Galanthus L. tirleri (Amaryllidaceae) Avrupa, Anadolu ve Yakin Dogu’da
yayilis gosteren ¢ok yillik, soganli, otsu bitkiler olup, iilkemizde halk arasinda
"Kardelen", "Oksiiz Ahmet", "Garipge", "Boynu biikiik", "Kargasogan1", "Aktas"
gibi yerel isimlerle taninmaktadirlar (1- 4). Ayrica bir kaynakta halk arasinda toprak
istli kisimlarimin kalbi kuvvetlendirici, midevi ve adet soktiiriicii etkileri nedeniyle,
toprak alt1 kisimlarinin ise taze halde iken ezilip lapa halinde hazirlanarak ¢ibanlari
olgunlastirici olarak kullanildiklar1 belirtilmektedir (2).

Ekolojik toleranslari fazla ve vejetatif yolla tiretilmeleri kolay olan Galanthus
tiirleri, gilizel cicekleri nedeniyle birgok iilkede bahge ve ¢evre diizenlemelerinde siis
bitkisi olarak yaygin bir sekilde kullanilan bitkilerdir. Bu nedenle iilkemizden bazi
tiirlerin soganlari, yurt disina ¢icek sogani adi altinda ihra¢ edilmektedir. Yogun
ihracat sonucu, tahrip oldugu goriilen bitkilerin yok olmalarini 6nlemek i¢in bunlarin
ithracatlar1 ve korunmalar1 konularinda her yil yenilenen yasal diizenlemeler
yapimustir.  Tarim ve Koy Isleri Bakanhgi’min yaymladigi “Dogal Cicek
Soganlarmin 2015 Yili ihracat Listesi Hakkinda Tebli§” geregince Antalya ili,
Manavgat ilgesi, Tasagil Beldesi ve Ibradi Ilgesi sinirlar1 icerisinde yetisen
popiilasyonlar hari¢ olmak {izere Galanthus elwesii Hook. (Toros kardeleni)
soganlar1 ve Galanthus woronowii Losinsk. (Karadeniz kardeleni) soganlarinin ihrag
edilmesine izin verilmis olup, bunlarin ihracati da kotayla sinirlandirtlmistir (5).

Galanthus tiirleri, antitiimor, antiviral ve antifungal etkileri nedeniyle yogun
olarak arastirilan lektin ve alkaloit igerikleri bakimindan ¢ok sayida aragtirmaya konu
olmaktadirlar (6-8). Bu tiirlerde saptanan Amaryllidaceae alkaloitleri bir¢ok farkli
fizyolojik ve farmakolojik etkiye sahiptirler. Amaryllidaceae alkaloitleri, bitkilerde
bulunan 6nemli alkaloit alt gruplarindan biri olan izokinolin alkaloitlerine dahil olup,
tedavi degeri acisindan en onemli olan1 galantamindir. Bu bilesik analjezik (9),
antikolinesteraz (10, 11), antiviral (12), sitotoksik (13, 14), antimikrobiyal ve
antioksidan (15) gibi degisik aktivitelere sahiptir. Ayrica nikotinik asetilkolin
reseptOr agonistiyle beraber kullanildiginda, Alzheimer ve Parkinson Hastaliklarinda
noroprotektif etkisi mevcuttur (16). Bu alkaloidin tedavi agisindan esas ilgi ¢ekici
yonii, asetilkolinesteraz inhibitorii aktiviteye sahip olmasi nedeniyle Alzheimer

Hastaligi'ndaki kullanilisidir (17-19). Ornegin etken bilesik olarak galantamin igeren



"Nivalin" adli bir preparat glinlimiizde Avusturya'da ve diger Almanca konusulan
tilkelerde onaylanmig olarak bu hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (20).

Galantamin, iki farkli mekanizmayla beyindeki kolinerjik nérotransmisyon
tizerinde etkilidir. Disik dozlarda allosterik olarak, nikotinik asetilkolin
reseptorlerine (nAChRs) baglanarak fonksiyonlarini etkin hale getirirken, yiiksek
dozda asetilkolinesteraz (AChE) inhibitor aktivite gostermektedir (21, 22). Yapilan
bir¢ok arastirma neticesinde galantaminin, sinaptik transmisyonu kolaylastirici (23),
apoptozisi ve oksidatif hasar1 6nleyerek noroprotektif etki gosterdigi, cesitli deneysel
sartlarda 6grenme kabiliyetini artirdig, 6zellikle serebral iskemiye kars1 etkili oldugu
saptanmigtir (24-29). Alzheimer hastaliginin patojenezinde rolii olan fS-amiloid
plaklarin agregasyonunu inhibe ettigi ve ayrica f-amiloid 1-40 tarafindan indiiklenen
oksidatif stres ve hiicresel apoptozisi onemli oranda azalttigi rapor edilmistir (30,
31). Ayrica, galantaminin sizofreni hastaliginda goriilebilen bozulmus dopaminerjik
ndrotransmisyon tizerinde olumlu etkileri oldugu ve bu hastalikta goriilen konugma
bozuklugu gibi birtakim semptomlarin giderilmesinde yararli olabilecegi klinik
caligmalarda gosterilmistir (23, 32).

Galanthus tiirlerinde, yaygin olarak bulunan ve farmakolojik agidan yogun
olarak arastirilan bir diger bilesik de likorin adli alkaloittir. Likorin'in analjezik (33,
34) etkisinin yanmi sira, in vitro olarak kuvvetli kardiyotonik (35) etkisi oldugu
bildirilmigtir. Siganlarda uterus ve bagirsak motilitesini artirdigi in vitro olarak
gosterilmistir (36). Bunlara ilaveten, farkli analiz yontemleri kullanilarak, likorinin
DNA ve/veya RNA ile etkilesmesini gosteren ¢aligmalar mevcuttur (37, 38). Soz
konusu bu alkaloidin antiviral (39- 42), antienflamatuar (43), antimalaryal (44, 45),
antifungal (46), hepatoprotektif (34, 47) sitotoksik (13, 48) ve antitiimor (49-53)
aktivitelere sahip oldugu saptanmistir. Bazi ¢aligmalarda, trikomoniyazis hastaliginda
etken olan trikomonas vajinalis adli parazit grubuna karst etkili oldugu ortaya
konulmustur (54-56).

Bu iki alkaloidin disinda farkli biyolojik aktivitelere sahip olan Amaryllidaceae
alkaloidleri de mevcuttur. Ornegin bufenamin, hipeastrin, klivimin, trisferidin, 2-O-
asetillikorin, pretazettin, pankratistatin, narsiklasin, 7-deoksinarsiklasin (likorisidin),
krinamin, narsiprimin, arolikorisidin, bulbispermin, likorenan-7-on ve hamentamin
adli Amaryllidaceae alkaloidleri ¢esitli mekanizmalarla antitimor aktivite gosteren

bilesiklerdir (53, 57-68). Tazettin, hipeastrin, hemantidinin, P-388 murine lenfositik
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16seminin dahil oldugu bazi timér tiplerine kars: sitotoksik aktiviteye sahip olduklari
tespit edilmistir (69).

Ayrica hemantamin, dihidrolikorin, narsidin ve sanguinin antiprotozoal etkiye
sahiptir (70, 71). Hipeastrin, 11-hidroksivittatin ve hemantamin antiviral etkisi
bulunan alkaloitlerdir (42). Norbelladin ise antioksidan ve antienflamatuar etkiye
sahiptir (72). Son olarak 6-hidroksihamentamin ve hamentamin antimalaryal
aktivitesi bulunan alkaloidlerdir (73, 74).

Bunlarin disinda zengin kimyasal cesitlilige sahip olduklar1 igin farkl
farmakolojik ve fizyolojik etkilere sahip daha bircok Amaryllidaceae alkaloidine
ornek verilebilir. Arastirmamizda doga icin yeni olan, biyolojik olarak aktif olan
Amaryllidaceae alkaloidlerinin izolasyonunu hedefledik. Bu amagla Amasya ili
Ziyaret beldesi, Adatepe mevkinde yetisen Galanthus fosteri bitkisi {izerinde
biyolojik aktivite rehberli izolasyon ve yapi aydinlatma g¢aligmalariyla birlikte,
bitkinin farmakognozik yonden degerlendirilmesi amaciyla kalite kontrol

calismalarinin yapilmasi planlanmistir.



l. BOLUM

1. GENEL BILGILER

1.1 Bitki Hakkinda Botanik Bilgiler

Galanthus tiirleri, ¢ok yillik soganli bitkiler olup, Amaryllidaceae familyasi
tiyeleri arasinda yer almaktadirlar (3, 4, 75-77). Asagida bitkinin cins ve tiir
seviyesinde tanimina yonelik olarak verilen bilgiler, “Flora of Turkey and The East

Aegean Islands” adli kaynaktan, hi¢ bir katkida bulunulmaksizin alinmistir (76).

1.1.1 Galanthus L. Cinsi

Soganli, skapuslu, ¢ok yillik. Yapraklar tabanda 2, linear veya oblanseolat.
Skapus ¢igekli halde iken dik, meyva gelisim doneminde biikiilmiis. Cicekler tek,
beyaz, egik. Spata bitisik 2 parcali. Hipantiyum ve korona bulunmaz. Periant
segmentleri serbest; distaki 3 segment akuttan subobtusa kadar, spatulat veya
oblanseolattan dar obovata kadar, dik-yayvan, kiigiik penge seklinde; igteki
segmentler distaki segmentlerin 1/2'sinden 2/3'iine kadar olan uzunlukta, dik, oblong,
spatulat veya oblanseolat, emarginat, kuneat, tepede veya bazen de her segmentin dis
yiizeyinin tabaninda yesil lekeli. Stamenler, periantin tabaninda, i¢teki segmentlerden
daha kisa. Filamentler anterlerden ¢ok daha kisa. Anterler bazifiks, sadece tepedeki
pordan acilir. Stilus ince, anterlerden uzun, stigma kapitat. Kapsiil elipsoid,

subgloboz veya globoz, 3 gozlii. Tohumlar agik kahverengi, strofiyolattir (76).

1.1.2 Galanthus fosteri Baker

Sogan sublobozdan ovoide kadar, (2-) 2.5x1.5-2.2 cm. Yapraklar dar
oblanseolattan serit sekline kadar, tomurcukta supervolute, cicekli donemde 6-
15x(0.5-) 1.2 (-2) cm, olgunlukta kivrilarak 20 (-25)x2.2 cm’e kadar, tepede obtus,
hafif kukuletali veya kukuletasiz, parlak koyu yesil. Skapus 8-23 cm. periantin dis
segmentleri hafif konveks, eliptikten dar obonata kadar, 19 (-26)x9 (-12) mm, igteki
segmentler diiz, tepede hafif genislemis, dikdortgenimsi-spatula seklinde (8-) 10 (-
12)x(3-) 4 (-6) mm, tabanda ve tepede ayri yesil lekeler. Filamentler 1 mm, anterler
4-5 mm. Kapsiil subglobozdan ovoide kadar, 10 (-13)x10 mm. 2n=24. Ciceklenme
zamani Subat-Nisan. Fagus veya Quercus orman kenarlarinda, kayalik alanlarda ve

kalker catlaklarinda, 800-1700 m.



Tip: (Tiirkiye AS Amasya) Amasya civarindan (28 iii 1889), kiiltiirii, M. Foster
(holo. K1).

Kiizey-Giiney Anadolu. A5 Amasya: Amasya, 800-1600 m, Born m. 1889: 1!
Sinop: Sinop, Hamsaros’tan sonra, 15 m, Tobey 1714! A6 Samsun: d. Ladik, Ak Da.
Dere Basalon Kdy’den, Tobey 987! Amasya: Ak Da., 1450 m, Alpmar (ISTE
36618)! A/B6 Sivas: Sivas, 1908, Siche (cult. 1910)! C5 Adana: d. Bahge, Dumanli
Da. Haruniye yukarisinda 1400m, D. 26830! C6 Gaziantep: Gaziantep, 905 m,
Haradj. 830! Hatay: Belen’den Iskendurun’a, 3 iv 1981, cult. 15 iii 1982,
Sonderhousen 761!

Latakia, Liibnan. Dogu Akdeniz (mt) eleman.

“Flora of Turkey and the East Aegean Islands” isimli kaynagin 8. Cildinde
tilkemizde yabani olarak yetismekte olan Galanthus tiirlerinin sayisinin sekiz oldugu
bildirilmistir. Bunlar, G. reginae-olgae Orph., G. plicatus (Bieb.) subsp. byzantinus
(Baker) D. A. Webb, G. elwesii Hook., G. gracilis Celak., G. nivalis L. (subsp.
nivalis ve subsp. cilicicus), G. rizehensis Stern, G. fosteri Baker, G. ikariae Baker
olarak belirtilmistir. Ayrica G. caucasicus (Baker) Grossh. ve G. krasnovii A.
Khokr. isimli varliklar1 kesin olarak kanitlanmamais iki tiirden de bahsedilmektedir
(76).

Yukarida adi gegen kaynagin 10. cildinde G. caucasicus (Baker) Grossh. tiirii
tekrar ele alinarak diger tiirlere ilave edilmistir (78). Yine ayni kaynagin 11. cildinde
ise Tiirkiye’de on tig¢ tiir (on dort takson) bulundugu belirtilmistir (79). Buna ilave
olarak, farkli bir kaynakta Tiirkiye’nin kuzeybatisinda yetisen G. trojanus A. P.
Davis & N. Ozhatay ismiyle bahsedilen tiirle birlikte Tiirkiye’deki Galanthus tiirii
sayist on dort tiir (on bes takson) olmaktadir (80). Bu tiirlerin isimlerine asagida yer
verilmistir.

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

3) G. koenenianus Lobin.

4) G. alpinus Sosn.

5) G. fosteri Baker

6) G. krasnovii A. P. Khokhr.

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



9) G. rizehensis Stern
10) G. gracilis Celak.

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

13) G. peshmenii A.P. Davis & C.D. Brickell
14) G. trojanus A.P. Davis & N. Ozhatay

Ulkemizin soganli bitkileri konusunda yaymlanmis bir kaynakta Tiirkiye’de
bulunan altt Amaryllidaceae genusu i¢inde digerlerinden beyaz renkli ve sarkik
cicekler tagimasi ve ¢igek ortiisiindeki i¢ ve dis segmentlerin esit boyda olmamasiyla
ayirdigr Galanthus genusu igin asagidaki tanimlamaya yer verilmektedir (75).

Bitki, 2, nadiren 3 taban yaprakli, kiigiik, soganl. Cigekler tek, egik; periant 2
sirali 6 segmentli, distaki genis olan 3 tanesi obovat, konkav, beyaz; icteki kiigiik
olan 3 tane beyaz, tepede ve bazen tabanda da yesil lekeli. Anterler sari, bir koni
seklinde. Kapsiil 3 gozlii, ¢ok tohumludur. Tohumlar globoz, siyahimsi veya
kahverengimsi olup strofiyolattir.

“Tirkiye Kardelenleri (Galanthus L.) 1.” adli kaynakta (4) iilkemizde yedi
Galanthus tiirti, bunlara ait subsp. veya varyetelerle birlikte 20 taksonla temsil
edildigi bildirilirken, yine ayni kaynakta bu tiirlerin morfolojileri, yaprak anatomileri
ve bazi tiirler {izerinde gergeklestirilmis karyolojik arastirma sonuclariyla birlikte
tayin anahtarina da yer verilmistir.

Bir bagka kaynakta Galanthus genusunun Avrupa ve Akdeniz’den Kafkasya’ya
kadar uzanan bolgede yaklagik yirmi tiirle (77), bir diger kaynakta ise bu tiirlerden
yedi tanesinin Tiirkiye’de genellikle sik olmayan ormanlik ve ¢aliliklarda bulundugu
belirtilmektedir (75).

Galanthus tiirlerinin sistematik tayinlerinde yararli olabilecek yapraga ait
anatomik oOzelliklerin incelendigi bir kaynakta yaprak enine kesitinde epidermis,
stoma, orta damar, palizat hiicreleri, hava kanallar1 ve bulliform hiicreler (yaprak
epidermisindeki bliylik sigskin hiicreler) ile yapragin ylizeysel kesitinde epidermis
hiicrelerinin sekilleri tizerinde karsilastirmali ¢alismalarin sonuglar1 verilmistir (81).
Bu kaynakta yer alan yirmi tiir disinda G. trojanus A. P. Davis & N. Ozhatay tiirii ile
birlikte, Avrupa ve Asya ‘da yirmibir (yirmialt1 takson) Galanthus tiiriiniin yayilis

gostermektedir.



Ayrica Galanthus genusunun morfolojisi, anatomisi, sitolojisi, dollenmesi,
ekolojisi, kiiltiirli, taksonomisi ve hibritleri ile ilgili ayrtili bilgilerin yer aldig
kaynaklar da bulunmaktadir (82-84).

Bunlara ilaveten, Galanthus ikariae Baker ve Galanthus rizehensis Stern,
bitkileri iizerinde morfolojik, anatomik ve fizyolojik (85), Galanthus gracilis Celak
tizerinde morfolojik ve anatomik (86) c¢alismalar gerceklestirilmistir. Ayrica,
Galanthus genusu iizerinde ¢alisma grubumuz tarafindan yiiriitiiliip, tamamlanan 6
adet anatomik ¢alisma mevcuttur. G. woronowii Losinsk. (87), G. rizehensis (88), G.
trojanus A. P. Davis & N. Ozhatay (89), Galanthus plicatus Bieb. subsp. byzantinus
(Baker) D. A. Webb (7), G. elwesii Hook.(90) ve G. gracilis Celak. (12), tiirleri
tizerinde gergeklestirilen arastirmalarda bitkilerin kok, sogan, c¢icek durumu sapi
(skapus), yaprak, cicek, meyva ve tohumlarindan hazirlanan farkli 6rnekler tizerinde
anatomik incelemeler ile bitkilerden hazirlanan toz drog Ornekleri {izerinde
mikroskobik incelemeler yapilmistir.

Galanthus plicatus M. Bieb., G. gracilis Celak, ve G. elwesii Hook. tiirlerinin
vejetatif ve cicege ait organlarinda kalsiyum okzalat kristallerinin varligi
arastirillmigtir. Rafit tipinde olan kristallerin varligi tiim vejetatif organlarda,
tepallerde ve ovaryumda saptanmistir (91).

Galanthus nivalis L. bitkisi iizerinde tepallerdeki yesil lekenin fonksiyonunun
arastirildigi bir ¢alisma yiirtitiilmistiir. Bu ¢alismada, yesil leke bulunan i¢ tepallerin
esas olarak bitkiyi c¢ekici hale getirdikleri i¢in tozlasmaya yardimci olduklar1 ve
bunun yaninda da fotosentez i¢in de 6nemli olduklart belirtilmektedir (92).

Yunanistan’da yetisen dort Galanthus taksonu {G. elwesii Hook. subsp.
elwesii, G. elwesii Hook. subsp. minor D. A. Webb, G. nivalis L. subsp. nivalis, G.
nivalis L. subsp. reginae-olgae (Orph.) Gottl.-Tann.} iizerinde yapilan arastirmada
G. nivalis L. subsp. nivalis tiiriiniin Yunanistan’da Athos Dagi’nda yetistigi ve
Anadolu’da yetisen G. cilicicus Baker bitkisiyle morfolojik ve sitolojik yonlerden
benzer oldugu bildirilmektedir (93). Ayrica Yunanistan’in Samothraki adasinda
endemik olarak bulunan bagka bir taksonun (G. samothracicus) ise G. nivalis ile
morfolojik yonden benzerlik gosterdigi literatiirde bildirilmektedir (94).

G. nivalis L. ile G. plicatus subsp. byzantinus (Baker) D. A. Webb arasindaki
hibritlesme ile olusan taksona G. xvalentinei Beck nothosubsp. subplicatus adinin

verildigi bir ¢aligmada, yeni hibrit ile ebeveyn bitkiler arasindaki morfolojik farklar
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tartistlmistir.  Ayrica Tirkiye’de yetisen G. nivalis L. ve G. plicatus subsp.
byzantinus bitkilerin morfolojileri hakkinda bilgi verilmistir. G. xvalantinei
nothosubsp. subplicatus igin ise yeni bir hibrit tipin tanimlamasi yapilmistir (95).

Galanthus tiirleri arasindaki evrimsel iliskiyi ortaya koyan farkli filogenetik
aragtirmalar bulunmaktadir (96, 97). Buna ilaveten, Leucojum ve Galanthus tiirleri
arasindaki filogenetik analizleri konu alan bir ¢alisma da mevcuttur (98).

Meerow ve arkadaslar1 (1999) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada ise akrabalik
iliskilerinin saptanmasina yonelik plastid RBCL ve TRNL-F siralaniglarinin kladistik
analizine dayanarak Amaryllidaceae familyasinin sistematigi incelenmistir (99).

Son yillarda Amaryllidaceae familyasinda yer alan cinslerin genotiplerini
belirleyebilmek icin molekiiler markir teknikleri kullanilarak ¢alismalar yapilmistir.
(100-103). Galanthus tiirlerinin DNA igerigini arastiran kapsamli bir ¢alisma
gerceklestirilmistir (104). Marmara bolgesinde bulunan ii¢ Galanthus tiirtiniin (G.
plicatus subsp. byzantinus, G. nivalis ve G. xvalentinei nothosubsp. subplicatus)
incelendigi bir tez ¢aligmasinda, morfolojik olarak G. nivalis diye tanimlanan tiiriin
genetik agidan Avrupa’da kabul edilen G. nivalis’ten farkli olarak G. xvalentinei
nothosubsp. subplicatus ornekleriyle ayni oldugu bildirilmistir. G. xvalentinei
nothosubsp. subplicatus orneklerinin molekiiler analizi sonucunda melezleme
belirtisi ya da degiskenlik gostermedigi, yapilan filogenetik analizler sonucu genetik
olarak ayr1 ve sabit bir tiir oldugu belirtilmistir. Morfolojik olarak G. plicatus subsp.
byzantinus olarak tanimlanan bitkilerin niikleer DNA seviyesinde G. plicatus’a yakin
durdugu ancak kloroplast sekanslarinin G. xvalentinei nothusubsp. subplicatus’a
benzer oldugu bildirilmistir. Bu iki genom arasindaki uyumsuzlugun nedeninin eski
bir melezden kaynaklanmis olabilecegi, bu sonuglarin da Tirkiye’de G. nivalis
bulunmadigina dair bir kanit olabilecegi ve dolayisiyla G. xvalentinei nothosubsp.
subplicatus adl tiirlin melez olarak degil, taksonomik bir birim (takson) olarak tekrar
degerlendirilmesi ve yeniden adlandirilmasi gerektigi belirtilmistir (105).

Farkli bir ¢aligmada, Avrupa, Tiirkiye ve Kafkasya’da dogal olarak yetisen
Galanthus tiirleri, DNA’ya dayali taksonomik siniflandirma yapilarak G. nivalis, G.
elwesii, G. woronowii, G.krasnovi ve G. alpinus olmak iizere bes grupta toplanmistir.
G. nivalis ve G. woronowii tiirlerinin Giircistan ve Tiirkiye’de yabani olarak yaygin
bir sekilde yetistigi belirtilmistir. Ticari 6neme sahip olan G. nivalis, G. elwesii, G.

woronowii tiirlerinde cpDNA ve ntDNA analizlerinde ¢ok belirgin farkliliklar oldugu
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belirtilmistir (106). 2008 yilinda AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
teknigi ile yapilan bir ¢aligmada ise Tirkiye’de yetisen Galanthus tiirlerinin genetik
cesitliligi arastirilmis olup, G. alpinus, G. krasnovii ve G. trojanus igin ulasilan
sonuglar, sadece morfolojik verilere dayanarak olusturulan taksonomiye gore belirgin
farkliliklar igermektedir (107). Calisma grubumuz tarafindan Tiirkiye Galanthus
tiirleri lizerinde yiiriitiilen arastirmalar kapsaminda Tiirkiye’ nin ¢esitli bolgelerinden
topladigimiz Galanthus tiirlerinden elde edilen 6rnekler tizerinde genetik ¢esitlilik,
DNA seviyesinde AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) teknigi
kullanilarak  belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore Tiirkiye’nin farkl
bolgelerinden toplanan ayni tiirler farkli gruplarda yer almis ve dolayisiyla bu durum

genetik varyasyonun yiiksek olduguna isaret etmistir (108).

1.2 Kalite Kontrol ve Miktar Tayini Calismalari

1.2.1 Kalite Kontrol Calismalar:

Tirkiye’de yetisen bazi1 Galanthus tiirleri tizerinde Anabilim Dalimizda
fitokimyasal c¢alismalarin  yamisira (109-111), kalite kontrol c¢alismalart da
gerceklestirilmistir. Bu ¢ergevede, Galanthus genusu iizerinde kalite kontrol
caligmalari, ¢alisma grubumuz tarafindan 1997 yilinda baslatilmis (90), ve gliniimiize
kadar diger muhtelif Galanthus tiirleri lizerinde yapilan benzer aragtirmalarla devam
etmistir (81, 87, 88, 112-115).

Calismamizin konusunu olusturan, Amasya ili, Ziyaret beldesi Adatepe
mevkisinden farkli tarihlerde toplanan G. fosteri bitkisinin toprak iistii ve toprak alt1
kisimlarindan hazirlanan Herba ve Bulbus Galanthi droglari hi¢bir farmakopede yer
almamaktadir. Literatiirde G. fosteri tiiriinden hazirlanmig olan droglarin kalite
kontroliine yonelik deneylere ait arastirmalara rastlanmamustir. Kalite kontrol
deneyleri i¢in Avrupa Farmakopesi (116) ve Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu Tiirk
Farmakopesi (117) incelenmis, bu kaynaklarda yer alan genel ydntemlerden
yararlanilarak calismamiz gerceklestirilmistir. Elde edilen bulgu ve sonuglarin,
ileride bu bitkilerden hazirlanacak droglar hakkinda yazilabilecek monograflara

yardimci olabilecekleri diisiintilmiistiir.



1.2.2 Alkaloit Miktar Tayini Calismalar

Galanthus genusu bitkilerine ait alkaloit miktar tayini ile ilgili yapilmig primer
kaynak degeri tasiyan ilk bilimsel yaymn L. Ya. Areshkina tarafindan 1940 yilinda
yapilmistir.  G. woronowii tiirlinden hazirlanmis bazi1  Ornekler iizerinde
gercgeklestirilen bu ¢alismada bitkinin soganlarinda ve yapraklarinda sirasiyla % 1.03
ve % 0.60 oraninda total alkaloit bulundugu saptanmistir. Ayn1 yaymda incelenen
ornekten yiiksek oranda seker, nisasta ve hemiseliiloz elde edildigi de bildirilmistir
(118).

Galanthus tiirleri iizerinde yapilan miktar tayini ile ilgili (total alkaloit,
galantamin ve likorin miktar tayini) ¢caligmalar, tablolar halinde verilmistir. Tablo 1
de total alkaloit, galantamin ve likorinin miktarlarinin kantitatif olarak tespit edildigi
calismalarda (spektrofotometrik, kromatokolorimetrik, yiiksek basingli sivi
kromatografisi gibi) elde edilmis olan bulgular yer almaktadir. Tablo 2 de ise
izolasyon c¢aligmalar1 sirasinda elde edilen total alkaloit ile galantamin ve likorin
miktarlar1 verilmistir.

Galanthus tiirleri disinda, Amaryllidaceae familyasinin baska genuslarina ait
tirlerde yapilmis galantamin ve likorin miktar tayini ¢alismalari da mevcuttur (115,
119, 120-160). Bunlarin disinda ¢esitli preparat, tablet, safra, idrar, serum ve plazma
tizerinde de gergeklestirilen galantamin ve likorin miktar tayini ¢alismalar1 da
bulunmaktadir ( 161-181).

Galantamin ve likorin miktar tayinleri disinda Galanthus tiirleri {izerinde
yapilmis tazettin, hipeastrin, hemantamin ve hamayin gibi alkaloitlere ait miktar
tayini ¢aligmalar1 da mevcuttur (121, 182-187).

Bunlarin disinda Galanthus tiirleri lizerinde siiperkritik sivilarla ekstraksiyon
ve HPLC gibi ¢esitli yontemlerle yapilmis fenolik asit ekstraksiyon ve miktar tayini
caligmalarina da rastlanmistir (188-191).

1.2.3 Alkaloitlerin Teshisleri Icin Arastirmalar
Ozellikle &nceki yillarda, Galanthus tiirleri iizerinde fitokimyasal bir diger
grup calisma ise bu tiirlere ait alkaloitlerin kromatografik olarak veya renk

reaksiyonlart ile belirlenmelerine yonelik arastirmalardir (185-187, 192-197).
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1.2.4 Alkaloit Uretimine Ait Arastirmalar

Galantaminin Galanthus tiirlerinden {iretimine ait arastirmalar yapilmisg
olmakla birlikte (198-200) farkli Amaryllidaceae bitkilerinden iiretime yoOnelik
calismalar da mevcuttur (201-203).

Ayrica Galanthus tiirlerinin morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerinin, bitkinin
kisa dayanikli olmasinin, alkaloitlerinin ve galantaminin etki mekanizmasinin
tartisildigr bir derleme tiirii yayin (204) ile farkli bitkisel kaynaklar ve ayrica farkl
Galanthus tiirlerinde bulunuslarii inceleyen bir diger derleme tirii yayin da

mevcuttur (205).
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Bitki ad1 (#) Bitkinin Cahsilan Kism Miktar Tayini Yontemi Total Alkaloit | Galantamin Likorin | Literatiir
(Belirtilmis ise toplama yil, yeri) Miktar No
G. nivalis L. subsp. angustifolius Yaprak Kromato Kolorimetrik - %0.05 - 194
(G. Koss) Artjushenko Sogan - %0.73 -
G. woronowii Yaprak % 0.7 - - 206
(Abzhar and Abkha, ASSR) Sogan % 0.86 - -
G. woronowii A. Los. Sogan (Vejetasyon Baslangici) - % 0.09 -
Sogan (Tomurcuklu Dénemde) Kromato-Kiitle- - % 0.13 -
Sogan (Cigekli Donemde) Spektrofotometrik - % 0.17 - 139
Sogan (Meyveli Donemde) Yontem - % 0.20 -
Sogan (Vejetasyon Sonu) - % 0.23 -
G. elwesii Hook. var. elwesii (1978) So%{an ve Kok ) %0.090 %0.063
B B Sogan dis yapraklari ) N 9%0.0007
G. elwesii Hook. var. elwesii (1978) gggzﬁ ve Kok ) 9%0.386 9%0.005
. - %0.2565 %0.0020
G. byzantinus Yapraklar i - 90.003
Sogan ve Kok ) * %0'217
G. ikariae ssp. latiafolius Stern Sogan i 960.05 %d 75 187
Sogan ve Kok ) %0.09 %0'95
G. nivalis L. ssp. nivalis Sogan (¢iceklerin tomurcuk HPLC ) - -
déneminde) "
Sogan (¢igekli donemde) i - %0'2235
Sogan (yaprak stirmeden dnceki : 90,0122 9%0.0075
donemde)Tepal yapraklari ' '
G. nivalis Sogan - - %0.1 - 207
G. elwesii Hook Sogan - - %0.011
G. ikariae Baker Sogan HPLC - - %0.043 208

Tablo 1. Cesitli Galanthus Tiirleri Uzerinde Yapilmis Olan Kantitatif Calismalarda Elde Edilen Total Alkaloit, Galantamin ve Likorin Miktarlari
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Bitki ad1 (#) Bitkinin ¢ahsilan kism Miktar Tayini Yontemi Total Alkaloit Galantamin Likorin Literatiir
(Belirtilmis ise toplama yil, yeri) Miktar No
Cigekli Toprak iistii - . . %0.185 %0.026 %0.013
G. elwesii Hook. Cicekli Toprak alt: T'trgmigt'r'zggar:]zyr‘ii'o't) %0.284 9%0.008 %0.007 200
(1995, Akdag, izmir) Meyvali Toprak iistii ( algntamin ve likorin) %0.109 %0.013 %0.011
Meyvali Toprak alt1 g %0.125 %00.007 %0.004
G. cilicicus Baker Cicekli Toprak iistii HPLC i 0.016 * 210
(Yenikoy, Icel) Cigekli Toprak alt 0.015 0.004
TR, Cigekli Toprak iistii ) 0.346 *
G. elwesii (Cimi Koyii, Antalya) Cicekli Toprak alti HPLC 0.042 " 211
o . Cigekli Toprak iistii 0.287 *
G. elwesii (Ibradi, Antalya) Cicekli Toprak alt HPLC 0.095 0.005 211
.. Cigekli Toprak iistii * *
G. elwesii (Kayrak, Antalya) Cicekli Toprak alti HPLC " 0015 211
G. woronowii (Derepazari, Rize) Cicekli Toprak {iistii - . % 0.499 i i
Cicekli Toprak alt Titrimetrik % 0.412 212
G. woronowii (Caykara, Trabzon) Cicekli Toprak iistii - . % 247 i i
Cigekli Toprak altt Titrimetrik % 250 212
- - P _ * *
G. plicatus Bieb. subsp. byzantinus Cg;ekh Toprak isti * *
Cigekli Toprak altt -
(Baker) . . HPLC * - 213,214
D. A Webb Meyveli Toprak iistii -
U Meyveli Toprak alt1 - * *
— — 9 * *
G. plicatus Bieb. subsp. byzantinus Qgekh Toprak iistii Titrimetrik (total alkaloit) /00.1466 * *
Cigekli Toprak altt - % 0.1739
(Baker) . . ve spektrofotometrik 0 - - 213
D. A. Webb Meyvel% Toprak iisti (galantamin ve likorin) %00.1070
T Meyveli Toprak alt1 % 0.1165 * *

Tablo 1 in devami. Cesitli Galanthus tiirleri Uzerinde Yapilmis Olan Kantitatif Calismalarda Elde Edilen Total Alkaloit, Galantamin ve Likorin
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Bitki ad1 (#) Bitkinin Cahsilan Kism Miktar Tayini Yontemi Total Alkaloit | Galantamin | Likorin (%) | Literatiir
(Belirtilmis ise toplama yil, yeri) Miktar No
G. gracilis Celak Cicekli Toprak tistii b . . %0.157 * *
(2000, Nif dag, Tzmir) Cicekli Toprak alti umetrik (total alkaloi) 9%0.086 * % 0.0006
. - Spektrofotometrik - - 12
Meyvali Toprak iistii (galantamin ve likorin) %0.060
Meyvali Toprak alt1 g %0.044 * % 0.0003
G. xvalentinei nothosubsp. subplicatus Cicekli Toprak tistii HPLC - )
Cigekli Toprak alt: i i % 0.0028 5
G. gracilis Celak Cigekli Toprak tisti - * *
(2000, nif dag1, izmir) Cicekli Toprak alt1 - * 0.0019
Meyvali Toprak {istii HPLC - * * 214
Meyvali Toprak alt1 - * 0.0009
G. elwesii Hook. Cigekli Toprak iistii - . . %0.661 * *
(2000, Yamanlar dag1, 1zmir) Cigekli Toprak altt Titrimetrik (tOt?I alkaloit) %0.120 * *
Meyvali Toprak iistii Spektrofotor_netrlk ve H_P LC %0.166 - " 90
Meyvali Toprak alt: (galantamin ve Likorin) 9%0.111 - "
G. trojanus A.P. Davis & N. Ozhatay Cigekli Toprak iistii - * 0.0014
Gottlieb-Tannenhein (1999, Bayramic, Canakkale) | Cicekli Toprak alt1 - * 0.0036
Meyvali Toprak stii HPLC - * 0.0007 89,214
Meyvali Toprak alt1 - * 0.0023
G. trojanus A.P. Davis & N. Ozhatay Cigekli Toprak iistii . . . 0.0167 * 0.0006
Gottlieb-Tannenhein (1999, Bayramig, Canakkale) | Cicekli Toprak alti Titrimetrik (IOtal aIkQIO't) 0.0168 * 0.0029
Meyvali Toprak iistii Spektrofotorpetrlk ve I:T.K. 0.0804 - 0.0004 89
Meyvali Toprak alti (galantamin ve likorin) 0.0158 - 0.0019

Tablo 1 in devamu. Cesitli Galanthus tiirleri Uzerinde Yapilmis Olan Kantitatif Calismalarda Elde Edilen Total Alkaloit, Galantamin ve Likorin
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Bitki ad (#) Bitkinin Cahsilan Kism Miktar Tayini Yontemi Total Alkaloit | Galantamin | Likorin | Literatiir
(Belirtilmis ise toplama yil, yeri) Miktar No
G. trojanus A.P. Davis & N. Ozhatay | Cigekli Toprak iistii ] ] ]
Gottlieb-Tannenhein (2014, Bayramig, | Cicekli Toprak alti HPLC i ) 0.009 210
Canakkale) .
G. trojanus A.P. Davis & N. Ozhatay | Cicekli Toprak iistii i ) 0012
Gottlieb-Tannenhein (2014, Can, Cigekli Toprak altt HPLC i ) 0.00 4 210
Canakkale) '
G. woronowii Yaprak Kromato Kolorimetrik - %0.05 - 206
Sogan - %0.73 -
G. woronowii Sogan (Vejetasyon Baglangici) % 0.09
Sogan (Tomurcuklu Dénemde) . . % 0.13
Sogan (Cicekli Dénemde) Kromato-kutle—spt_ektrofotometrlk i % 0.17
Sogan (Meyveli Dénemde) teknik % 0.20
Sogan (Vejetasyon Sonu) % 0.23
G. krasnowii Hohrjakov Sogan (Vejetasyon Baslangici) % 0.05 i 139
Sogan (Tomurcuklu Dénemde) . % 0.09
Sogan (Cigekli Dénemde) Kromato-kiitle-spektrofotometrik ) % 014
Sogan (Meyveli Dénemde) teknik % 0.19
Sogan (Vejetasyon Sonu) % 0.22
G. caucasicus Baker A.Grossheim Sogan (Vejetasyon Baglangici) % 0.04
Sogan (Tomurcuklu Dénemde) . % 0.07
Sogan (Cigekli Dénemde) Kromato-kﬁtle—spt_ektrofotometrlk ) % 0.10 _ 139
Sogan (Me.yveli Donemde) teknik % 0.11
Sogan (Vejetasyon Sonu % 0.12

Tablo 1 in devamu. Cesitli Galanthus tiirleri Uzerinde Yapilmis Olan Kantitatif Calismalarda Elde Edilen Total Alkaloit, Galantamin ve Likorin
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Tablo 1 in devamu. Cesitli Galanthus Tiirleri Uzerinde Yapilmis Olan Kantitatif Calismalarda Elde Edilen Total Alkaloit, Galantamin ve Likorin

91

Total

. .B.ltkl adi (%) A Bitkinin Cahsilan Kismi 'V"kt.‘."‘r Ta¥|n| Alkaloit Galantamin Likorin Literatir
(Belirtilmis ise toplama yili, yeri) Yontemi . No
Miktari
G. latifolius Wor. Sogan (Vejetasyon Baglangici) % 0.01
Sogan (Tomurcuklu Donemde) | Kromato-kiitle- % 0.03
Sogan (Cicekli Donemde) spektrofotpmetrlk - % 0'05 - 139
Sogan (Meyveli Donemde) teknik % OIO8
Sogan (Vejetasyon Sonu) % 0:09
G. woronowii Losinsk. (Caykara, Cicekli Toprak alt1 % 0.004 % 0.069
Trabzon) Cicekli Toprak iistii % 0.002 % 0.028
G. woronowii Losinsk. Cigekli Toprak altt % 0.014 % 0.077
(Arhavi, Artvin) Cicekli Toprak iistii % 0.003 % 0.008
G. woronowii Losinsk. Cigekli Toprak altt % 0.006 % 0.038
(Aralik Koyii, Artvin) Cicekli Toprak iistii % 0.008 % 0.070
G. woronowii Losinsk. Cigekli Toprak altt HPLC i % 0.002 % 0.101 216
(Aralik Koyii yakini, Artvin) Cicekli Toprak iistii % 0.002 % 0.045
G. woronowii Losinsk. Cigekli Toprak altt % 0.002 % 0.071
(Borgka, Artvin) Cicekli Toprak iistii % 0.002 % 0.052
G. woronowii Losinsk. Cigekli Toprak altt % 0.0005 % 0.364
Kemalpasa, Artvin) Cicekli Toprak iistii % 0.0002 % 0.234
G. woronowii Losinsk. Cigekli Toprak altt % 0.005 % 0.051
Derepazari, Rize) Cicekli Toprak iistii % 0.004 % 0.067

*[lgili alkaloidin bulunmadig: tespit edilmis calismalar; #Bitki isimleri ilgili literatiirde belirtildigi sekli ile aynen alinmugtir.
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Bitki ad1 (# Bitkinin ¢ahisilan kismu | Total alkoloit . — Litaratiir
(belirtilmis ise topla(m)a yil, yeri) "4 Miktar Galantamin Likorin No
G. woronowii \S((;%?Zk Zﬁégg - - 118
G. woronowii Sogan (kuru agirlik 25kg) : ! (oo st feriaden) : 217
G. woronowii Sogan - % 0.09-0.23 - 139
G. woronowii Losinsk. Total bitki 6rnegi - 366mg 1.84g 218
G. nivalis L. Sogan %0.09 %0.1-0.2 219
G. elwesii Hook Sogan %0.14 %39 (total alkoloit iizerinden) | %21 (total alkoloit iizerinden) 220
G. woronowii Sogan (kuru agirlik 1.5kg) %0.4 (lura ag(’;?hk zorinden) | 221
G. nivalis Sogan %0.0007 %0.018 222
G. elwesii Hook. f. Sogan %0.09 %29 (total alkoloit iizerinden) | %37 (total alkoloit iizerinden) 223
G. nivalis var.gracilis Toprakiistii %0.22-1.36 - - 224
G. krasnovii Sogan - %0.57 - 225
G. krasnovii Sogan - %0.5 - 226
G. krasnovii Sogan - % 0.05-0.22 - 139

Toprakalti %1.65
G. nivalis Toprakiistii %1.27 - - 48
Total bitki 6rnegi %0.95
G. caucasicus (Bak.) Grossh. Total bitki 6rnegi %101 ) . 227
17.3g 0.4g 4.59
G. caucasicus Sogan - % 0.04-0.12 - 139
- Toprakiistii %0.41 %0.058 %0.016
G. nivalis Toprakalt : 960.059 90.023 190, 228
G. latifolius Sogan - % 0.01-0.09 - 139
G. rizehensis Total bitki 6rnegi - - 1.52¢ 229

LT

Tablo 2. Cesitli Galanthus tiirleri Uzerinde Yapilmis Olan Izolasyon Calismalarinda Elde Edilen Total Alkaloit, Galantamin ve Likorin
Miktarlar1. #Bitki 1simleri ilgili literatiirde belirtildigi sekli ile aynen alinmistir.




1.3. Biyolojik Aktivite Rehberliginde Izolasyon ve Yapr Aydinlatma
Calismalan

1.3.1. Genel Bilgiler

Diinya genelinde yaklasik 24 milyon insani etkileyen demansin en sik nedeni
olan Alzheimer hastaligi, zihinsel fonksiyonlarin geri doniisiimsiiz bir sekilde harap
olmasina neden olan nérodejeneratif bir hastaliktir (230). Hastalik, beyin dokularinda
fosforillenmis tau proteinlerinden olusan noérofibriler yumaklar ve pS-amiloid
proteinlerden olusan amiloid plaklar ile kendini gosterir (231-234).

Alzheimer hastaliginin standart ve etkin bir tedavisi olmamakla beraber
uygulanan tedavi semptomatiktir. Hastaliktaki temel sorun néron kaybi ve kolinerjik
sistemdeki norotransmitter madde azalmasidir. Noron kaybi geri doniistiiriilemez
iken, kolinesteraz inhibitorleri kullanilarak, kolinerjik etkinligin arttirilmasi
mortaliteyi etkilememekte, ancak hastanin yasam kalitesinde artis ve hastalik
evresinde stabilizasyon saglamaktadir (235, 236).

Insan beyni, 7. kromozom tarafindan kodlanan asetilkolinesteraz (AChE) ve 3.
kromozom tarafindan kodlanan butirilkolinesteraz (BuChE) olmak iizere iki tip
kolinesteraz enzimi igerir (237-239). Asetilkolinesterazin kolinerjik sistemdeki islevi
Iyi bilinmekle birlikte butirilkolinesterazin rolii yeterince anlagilmis degildir (237,
239, 240). Noronlarda lokalize olan asetilkolinesteraz enziminin, kolinesteraz
aktivitenin % 80'inden, glial hiicrelerde bulunan butirilkolinesteraz enziminin ise %
20'sinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. (241-243). Ancak her iki enzim de tek
basma asetilkolin metabolizmasinin ve kolinerjik iletimin saglikli islemesi icin
yeterli degildir (238, 239, 244). Normal insan beyninde durum bu sekilde iken,
Alzheimer hastalarinda asetilkolinesteraz enzim aktivitesi azalip, butirilkolinesteraz
enzim aktivitesi ise artmaktadir (245, 246). Ayrica her iki enzimin aktivitesi amiloid
plaklar ve norofibriler yumaklarda asir1 derecede artis gostermektedir (242, 247).
Yapilan ¢aligmalarda, butirilkolinesteraz enziminin amiloid plaklarin patolojik formu
olan noritik plaklara doniismelerinde etkili oldugu gozlenmistir. Dolayisiyla AHnin
tedavisinde, asetilkolinesteraz enziminin yanisira butirilkolinesteraz enziminin de
inhibe edilmesi, asetilkolin miktarmin artmasini saglamakla beraber amiloid
plaklarin noritik plaklara doniisiimiinii engellemektedir. (239-241).

Alzheimer hastaliginin semptomatik tedavisinde kullanilan kolinesteraz

inhibitorleri (takrin, donepezil, rivastigmin, galantamin) her iki enzime kars1
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inhibisyon gostermektedirler (246). Bu inhibitdrlerden olan galantamin adli alkaloit,
Amaryllidaceae alkaloitleri arasinda yer almakla beraber, hafiften orta siddete kadar
olan Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir (248).

Literatiirde, hastaligin semptomatik tedavisine yonelik farkli ¢alismalar da
mevcuttur.  Antienflamatuvar ilag  kullanimmin  hastalik riskini  azalttig
gozlemlenmistir (249). Bu amagla demans tedavisinde indometasin kullanilmis olup
belirgin yan etkileri nedeni ile kullanimi azalmistir (250). Ayrica antioksidan
ilaglarin amiloid proteinin toksisitesini azalttifi belirtilmis olup, vitamin E’nin
hastaligin ilerlemesini azalttigi bildirilmistir (236, 251). Ayrica Ostrojenin
kolinasetiltransferaz enziminin aktivitesini arttirarak, Alzheimer hastaliginda
koruyucu etkisinin oldugunu gésteren ¢alsmalar da mevcuttur (252, 253).

In vitro uygulanan Ellman yontemi, asetilkolinesteraz enzimini inhibe edici
aktivitenin belirlenmesinde kullanilan, en yaygin yontemlerden birisi olup
kolorimetrik esasa dayanmir (254). Gerek L.T.K. yontemi ve gerekse mikroplaka
deneyi ile antikolinesteraz aktivitenin saptanmasi deneylerinin esasini olusturan bu
yontem (255, 256) Galanthus tiirleri de dahil olmak tzere Amaryllidaceae
familyasinin gesitli bitkileri tizerinde uygulanmistir (Tablo 3).

Galanthus tiirleri ve Amaryllidaceac familyasinin diger tiirleri iizerinde,
Ellman yontemi diginda farkli yontemlerden yararlanilarak, antikolinesteraz
aktivitenin tespit edilmesi literatiirde mevcuttur (137, 257, 258).

Cesitli yontemlerle Amaryllidaceae familyasi iiyelerinden hazirlanan muhtelif
ekstreler ve bunlardan elde edilen alkaloitler iizerinde yapilmis asetilkolinesteraz ve

butirilkolinesteraz inhibitor aktivite ¢alismalar: Tablo 3’de yer almaktadir.
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Bitki Ad1 Alkaloit Ad1 Ekstre (Cahisilan Kisim) Yontem Literatiir No
Etanol (Sogan)
Ammocharis coranica (Ker-Gawl.) Likorin Butanol (Sogan) Ellman 259
Etil asetat (Sogan)
. i Metanol (Sogan)
Amaryllis belladonna L. Toluen (Sogan) Ellman 256
Boophane disticha (L.f.) 6-hidroksikrinamin - Ellman 260
Chlidanthus fragrans Herbert - Metanol (Sovgan) Ellman 256
Toluen (Sogan)

Crinum bulbispermum (Burm.f.) . Etil asetat (Sogan) Ellman 261
Crinum bulbispermum (Burm.f.) - Alkaloit (Sogan) Ellman 262

Krinamin

6-Hidroksi krinamin
Crinum bulbispermum (Burm. f.) N-DSr?]-eliitlo-gi:-gtrgllg:\greel':;;ettin - Ellman 11, 263
N-Demetil-84-etoksipretazettin
3-O-Asetil hamayin

Hamayin

Crinum glaucum A. Chev. K:;Egrr?rlln Metanol (Sogan) Modifiye Ellman 264
Crinum jagus (Thomps.) Hamentamin
Crinum macowanii Baker HSE%:}“
Cerilin
Fpibutan i : Ellman 11, 263
Crinum moorei Hook. pKrinin
Krinamidin

1-O-asetillikorin

0¢

Tablo 3. Kolinesteraz Inhibitdr Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri




Bitki Ad1 Alkaloit Adi Ekstre (Cahsilan Kisim) Yontem Literatiir No
Crinum powelli Baker - Alkol (Sogan) Fast Blue B Testi 257
. . i Metanol (Sogan)
Crinum powelli Baker Toluen (Sogan) Ellman 256
Crinum zeylanicum (L) - Alkaloit (Sogan) Ellman 262
Calostemma purpureum R.Br. Likorin i
Galantin Ellman 265
Cyrtanthus contractus N.E.Br. Narsiprimin - Ellman 266
Cyrtanthus falcatus R. A. Dyer Tazettin - Ellman 11, 263
Eucharis amazonica Linden - Metanol (Sovgan) Ellman 256
Toluen (Sogan)

Euchoris grandiflora Planch. Sanguinin - Ellman 255
Galanthus elwesii Hook. Inkartin Alkaloit (Total) Ellman 267
Galanthus elwesii Hook - Alkaloit (YYaprak) Ellman 268

. Kloroform-metanol (Sogan)
Galanthus elwesii Hook. - Alkaloit (Sogan) Ellman 269
Galanthus gracilis Celak - Alkaloit (Toprak tstii, Toprak alt1) Ellman 270
I Kloroform-metanol (Sogan)
Galanthus ikariae L. Alkaloit (Sogan) Ellman 269
2-Demetoksimontanin
I 3-Epihidroksibulbispermin . o
Galanthus ikariae L. Krinin Alkaloit (Sogan) Ellman 269
Likorin
Tazettin
Galanthus nivalis L. - Alkaloit (YYaprak) Ellman 268
Galanthus nivalis L. - Alkol (Sogan) Fast Blue B Testi 257
Galanthus reginae-olgae Orph. subs Metanol, n-Hekzan, Diklorometan,
g g pn. - - Etil asetat Ellman 271

vernalis Kamari

(Toprak {istii, Toprak alt1)

T¢C

Tablo 3’iin Devami. Kolinesteraz Inhibitor Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri




Bitki Ad1 Alkaloit Adi Ekstre (Cahlisilan Kisim) Yontem Literatiir No
Galanthus rizehensis Stern - Alkaloit (Toprak tstii, Toprak alti) Ellman 272
Galanthus xvalentinei nothosubsp. . e
subplicatus - Alkaloit (Toprak tstii, Toprak alti) Ellman 273
Galantin
Narvadin
O-metillokotamin
Stenbergin
Galanthus woronowii Losinsk. Sanguinin - Ellman 218
1-O-asetil-9-O-metilpsddolikorin
2-0-(30-hidroksibutenoil)lycorine
Likorin
Salsolin
Habranthus robustus Herb. - Metanol (Sogan) Ellman 256
Habranthus jamesonii (Baker) - Kloroform (Total) Ellman 274
. . Metanol (Sogan)
Hippeastrelia Toluen (Sogan) Ellman 276
Montanin
Hippeastrum sp. Hipeastrin - Modifiye Ellman 275
Pretazettin
Hippeastrum papilio (Ravenna) Van mw . .
Scheepen, 11p-hidroksigalantamin - Ellman 276
Hippeastrum puniceum (Lam.) - Alkaloit (Sogan) Ellman 262
. . Metanol (Sogan)
Hymenocallis festalis Worsle - o
Vi y Toluen (Sogan) Ellman 256
Hymenocallis “Sulphur Queen - Metanol (Sogan)
Hymenocallis caribaea (L.) - Alkaloit (Sogan) Ellman 262

[44
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Bitki Ad1 Alkaloit Adi Ekstre (Calisilan Kisim) Yontem Literatiir No
Ismene festalis Worsley - Alkol (Sogan) Fast Blue B Testi 257
Leucojum aestivum L. - Alkaloit (Yaprak, Sogan) Ellman 268
. . Kloroform-metanol (Sogan)
Leucojum aestivum L. - Alkaloit (Sogan) Ellman 269
Leucojum vernum L. - Alkol (Sogan) Fast Blue B Testi 257
Hemantidin
Lycoris radiata Delay Paralysis 1,21—%:;)5:1?ﬁ?llglr<icr)lrln i Biyokimyasal Dedeksiyon 977
Memantin
Narcissus assoanus Dufour - Alkol (Sogan) Ellman 255
Narcissus “Avalanche” - Metanol (So,gan) Ellman 256
Toluen (Sogan)
Narcissus baeticus Fdez. Casas
Narcissus bujei Fdez. Casas - Alkol (Sogan) Ellman 255
Narcissus cantabricus DC
Ellman,
Akis-Biyokimyasal Dedeksiyon,
Narcissus “Carlton” - Metanol (Sogan) On-line HPLC-UV-Biyokimyasal Dedeksiyon, 137
On-line HPLC-UV-MS-Biyokimyasal
Dedeksiyon
Narcissus confusus Pugsley - Alkol (Sogan) Ellman 255
Narcissus cv “Bridal Crown” - Alkol (Sogan) HPLC-MS Siirekli Akis Yontemi 278
Narcissus dubius Gouan
Narcissus eugeniae Fdez. Casas - Alkol (Sogan) Ellman 255
Narcissus fernandesii Pedro
Narcissus “Grand Soleil d’Or” - Metanol (Sogan) Ellman 256
Narcissus jacetanus Fdez. Casas - Alkol (Sogan) Ellman 255
Narcissus jonquilla L. Dihidrogalantamin Metanol (Total) Modifiye “Fast Blue B” testi 145

Tablo 3’iin Devami. Kolinesteraz Inhibitdr Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri
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Bitki Adi Alkaloit Adi Ekstre (Cahisilan Kisim) Yontem Literatiir No
Narcissus legionensis Pugsley
Narcissus leonensis Pugsley
Narcissus moschatus L.
Narcissus muriozii-garmendiae Fdez. i Alkol (Sogan) Ellman 255
Casas
Narcissus panizzianus Parl.
Narcissus perez-chiscanoi Fdez. Casas
Narcissus poeticus L.
Narcissus pseudonarcissus L. - Alkol (Sogan) Fast Blue B Testi 257
Narcissus “Sir Winston Churchill” Ungiminorin Etanol (Sogan) Ellman 279
Kloroform-metanol (Sogan)
i Alkaloit (Sogan)
Narcissus tazetta subsp. tazetta (L.) 3-Epihidroksibulbispermin Alkaloit (Sogan) Ellman 269
Hemantamin Alkaloit (Sogan)
N-Norgalantamin Alkaloit (Sogan)
Narcissus tortuosus Haworth - Alkol (Sogan) Ellman 255
. . Alkaloit (Yaprak
Narcissus varieties - Alkaloi t((So%an)) Ellman 280
Nerine bowdenii W. Wats - Alkol (Sogan) Fast Blue B Testi 257
Nerine bowdenii W. Wats - Metanol (So,gan) Ellman 256
Toluen (Sogan)
Ambellin
Bufanisin .
Nerine bowdenii W. Wats Filifolin Toluen (Sogan) Ellman 281
11-O-asetilambellin
Undulatin
Pancratium canariense Ker Gawler ) Metanol (Sogan, Yaprak, Meyve) Ellman 282

Alkaloit (Total)

Tablo 3’iin Devami. Kolinesteraz Inhibitdr Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri
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Bitki Ad1 Alkaloit Adi Ekstre (Calisilan Kisim) Yontem Literatiir No
- Alkaloit (Sogan) Ellman 268
Pancratium maritimum L. Kloroform-metanol (Sogan

i Alkaloit (Sogag) e Ellman 269

Phycella herbertiana LINDL - Kloroform (Total) Ellman 274
Rhodophila bifida (Herb.) Traub i ! ((Sso‘gln)) Ellman 256
Rhodophiala mendocina (PHIL.) - Kloroform (Total) Ellman 274
Scadoxus puniceus (L.) Friis & I. i Etil asetat (Sogan) Ellman 261

Nordal.

Sprekelia formosissima L. - Metanol (Sogan) 256
Sternbergia colchiciflora W. Et K. - Alkaloit (Total) Ellman 268
Sternbergia candida Mathew Et T.

Baytop
Sternbergia clusiana (Ker Gawl.) Ker Etil asetat (Sogan)
Gawl. ex Spreng - Metanol (Sogan) Ellman 283
Sternbergia fisheriana (Herbert) Rupr. Su (Sogan)
Sternbergia lutea subsp. lutea
Sternbergia lutea subsp. sicula
. . Metanol (Sogan
Zephyranthes candida (Lindl.) Herb. - Toluen ((So;an)) Ellman 256
Klidantin
Zephyranthes concolor (Lindl.) Galantamin N-oksit - Ellman 284
Galvesin
Zephyranthes concolor Lindl. - Alkaloit (Total) Ellman 268
Zephyranthes carinata Herbert - Alkaloit (Sogan) Ellman 262

Tablo 3’iin Devami. Kolinesteraz Inhibitdr Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri
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Bitki Adi Alkaloit Adi Calisilan Kisim Yontem Literatiir

3-Epimakronin
Hipeastidin
Likoramin
Galantin
Hemantamin
Tazettin
Vitatin
Zephyranthes robusta Baker# Likorin - Ellman 285
11-Hidroksivitatin
Hemantidin
Hamayin
8-O-Demetilmaritidin
Huperzin
Eserin

Zephyranthes robusta Baker 8-O-Demethylmaritidine Undulatine - Ellman 286

Zephyranthes filifolia (HERB.) - Kloroform (Total) Ellman 274

Assoanin - Ellman 255

* Cerilin - Ellman 11

2-O-asetillikorin
* **x
1,2-Di-O-asetillikorin Ellman 11, 263

Epinorgalantamin
Galantamin

* 11-Hidroksi galantamin - Ellman 255

Oksoassoanin

Psoédolikorin

#Hem asetilkolinesteraz hem de butirilkolinesteraz aktivitesi ¢alisilan Amaryllidaceae tiirleri ve alkaloitleri
* Amaryllidaceae familyasina ait ¢esitli tiirlerinden izole edildikleri rapor edilmistir.
**]lgili literatiirlerde likorinden asetilasyonla elde edildigi bildirilmistir.
Tablo 3’iin Devami. Kolinesteraz Inhibitdr Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri




1.3.2. Antikolinesteraz Aktivite Rehberliginde Izolasyon ve Yapi
Aydinlatma Calismalar:

Diinyada seksen bes genus ve yaklasik bin yiliz tiirle temsil edilen
Amaryllidaceae familyasinin, iilkemizde sekiz genusu ve bu genuslara dahil yaklasik
otuz tiirii bulunmaktadir. (76-78). Biyojenezleri ve biyolojik aktiviteleri agisindan
dikkat ¢ceken Amaryllidaceae alkaloitleri, biyojenetik olarak norbelladinin fenolik
baglarla ¢esitli sekillerde baglanmasi sonucu olusurlar (287). Bu alkaloitler ile ilgili
ikincil kaynak degeri tasiyan yayimlar mevcuttur. "The Alkaloids, Chemistry and
Biology" ad1 altinda yayilanmakta olan bir seri kitabin 2. (288), 6. (289), 11. (290),
15. (291), 30. (292), 51. (293), 63. (294) ve 68. (295) ciltlerinde, Amaryllidaceae
alkaloitleriyle ilgili derlemeler bulunmaktadir. Bu derlemelerden 2010 yilinda
yayinlanmis olan 68. ciltte (295), Pancratium tiirlerinden elde edilen alkaloitlerle
ilgili yayinda Amaryllidaceae alkaloitleri sekiz ana baslik altinda toplanmuistir.

1) Likorin tip alkaloitler

2) Homolikorin tip alkaloitler

3) Krinin tip alkaloitler

4) Hemantamin tip alkaloitler

5) Narsiklasin tip alkaloitler

6) Tazettin tip alkaloitler

7) Montanin tip alkaloitler

8) Galantamin tip alkaloitler

Daha sonra, Plikamin ve grasilin olarak adlandirilan iki alt grup
Amaryllidaceae alkaloitlerine dahil edilmistir. Bu alt gruplara ait g¢esitli alkaloitler,
Galanthus tiirlerinden (11, 109, 110, 296) ve plikamin alt grubuna dahil plikamin
alkaloidi Crytanthus tiiriinden izole edilmistir (297). S6z konusu on alt gruba ait
temel halka yapilart ve Galanthus tiirlerinde bulunan ornekleri Tablo 4’de
verilmistir.

Ikincil kaynak degeri tastyan derlemeler serisi, on ii¢ ciltlik "The Alkaloids
Specialist Periodical Reports" ile baslayip, 1984 yilindan bu yana ise "Natural
Product Reports" ismiyle devam eden seride yayilanmaktadir. (298-301, 302-308,
309-320). Amaryllidaceae alkaloitlerinin  biyojenezlerini  ve farmakolojik
aktivitelerini konu alan yine derleme tiirlinde ¢alismalar da mevcuttur (287, 321-

326).
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1. Likorin Tip

(4,5-Etanofenantridin)
Ornek: Likorin

R]_: R2:OCH20
R3:R4:OH
Rs=Re=Cifte bag

2. Homolikorin Tip

(2-Benzopirano[3,4]indol)
Ornek: Hippeastrin
R1:R2:H

R3:R4:O

Rs=OH

3. Krinin Tip

(/-5,10b-Etanofenantridin)
Ornek: Krinin
R=0OH

4. Hemantamin Tip

(a-5,10b-Etanofenantridin)
Ornek: Hemantamin
R1:OCH3

R2= R5= R6: H

R3+R4=CH>

R7=OH

Tablo 4. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin 10 Ana Alt Grubu
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5. Narsiklasin Tip

(Fenantridon)

Ornek: Narsiklasin
R=OH

miille)
an)

OH

< OH
NH

6. Tazettin Tip

(2- Benzopiranol3,4c]indol)
Ornek: Tazettin

Rj_: OCH3

R2: H

7. Montanin Tip

(Methanomorfantridin)
Ornek: Montanin
R= OCH3

8. Galantamin Tip

(Dibenzofuran)
Ornek: Galantamin
R;= OMe

R2: H

R3= OH

Ry

Tablo 4’ in Devam1. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin 10 Ana Alt Grubu

29



9. Grasilin Tip

(10b,4a-etanoiminodibenzo
[3,4d]piran)(2benzopirano [3,4d]
indol)

Ornek: Grasilin

R=H

10. Plikamin Tip

5-(4-hidroksifenetil-[1,3-

dioksolo[4,5-g]indolo[3,3a-

clizokinolin-6,12-dion
Ornek: Plikamin
R=CH3;

OH

Tablo 4’ iin Devami. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin 10 Ana Alt Grubu

1940 yilinda Areshkina tarafindan yapilan, G. woronowii iizerinde total alkaloit
miktar tayini caligmasi Galanthus tiirleri lizerine yapilmis ilk arastirmadir. Bu
caligmada, bitkinin toprak altinda % 1.03, toprak tistiinde ise % 0.60 oraninda
alkaloit oldugu saptanmistir. Bunun disinda incelenen 6rnekte yiiksek oranda seker,
nisasta ve hemiseliiloz bulundugu da belirtilmektedir (118).

1947 yilinda Proskurnina ve Areshkina tarafindan yapilan G. woronowii’ nin
soganlarindan elde edilen drog iizerinde gergeklestirilen ¢alisma, Galanthus genusu
tizerinde yapilan ilk izolasyon c¢alismasidir (327). Bu calismada galantin ve
galantidin isimli iki yeni alkaloit izole edilmistir. Bu alkaloitlerden galantidin, bugiin
likorin adryla bilinmektedir (328).

Galanthus tiirlerinde bulunan alkaloitlerle ilgili ¢aligmalarin yer aldigi "The

Alkaloids Chemistry and Biology" adli seri halinde yaymlanan kitapta bulunan
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derleme tiirii yazilar incelenip, bir tablo halinde (Tablo 5) sunulmustur. Ancak bu
tablonun hazirlanmasi esnasinda bazi hususlar saptanmistir.

1) Wildman'in 1960 yilinda yaymlanan derlemesinde G. woronowii dogru
sekilde yazilmis, ancak otor adi olarak Losinsk kullanilmigtir. Ayrica yine
Wildman'in 1968 yilinda Fuganti'nin 1975 yilinda yaymladig:i derlemelerde ise G.
woronovii Losinsk. olarak belirtilmistir (289-291). Ancak bu tiir "Flora USSR"’da G.
woronowii A. Los. adiyla yer almaktadir (329). Wildman'in 1968 yilinda yaptigi
derlemesinde, makalenin ashin1 gérmedigi, sadece makale Ozetinden yararlandigi
anlagilmaktadir. Bu oOzette bitki adi dogru olarak yazilmig, ancak otor adi ise
belirtilmemistir. O halde Wildman, otor ismini eklemis, ayrica bitkinin isminde bir
harf hatasi yapmustir. Bu arastirmada s6z konusu tiir, G. woronowii A. Los. olarak
yer almaktadir.

2) Wildman’mn 1960 yilinda yayinlanan derlemesinde (289), G. nivalis L.
tiiriinde bulundugu belirtilen nivalin adl1 alkaloit, galantaminin sinonimidir.

3) Wildman’mn 1968 yilinda yayinlanan derlemesinde (290), G. nivalis var.
gracilis L. isimli bir Galanthus tiirtine yer verilmistir. Bu isim makale 6zetinde
oldugu gibi alinmustir.

4) Aym derlemede (364), G. nivalis L. bitkisinde bulundugu belirtilen
hemantidin alkaloidi yanlig olarak yazilmig, primer literatiir (330) incelendiginde
dogrusunun hemantamin olmasi gerektigi saptanmaigtir.

5) Yine Wildman'in 1968 yilinda yayinladigi derlemede (290) G. woronowii
bitkisinde galantamin, galantin ve tazettin adli alkaloitlerin bulunduklarini
belirtilmistir. Ancak kaynak olarak gosterilen literatiir tarafimizdan incelenmis ve
aragtirmada sadece galantin ve tazettin adli alkaloitlerin belirtildigi goriilmiistiir
(331). Buna karsilik likorin ve galantaminin, ayni arastirmacinin daha once 1952
yilinda Proskurnina ile birlikte yaptiklari bir yayinda (217) konu edildigi
goriilmektedir. Wildman'in konu ettigi yayin (331), esasen 1952°deki arastirmanin
devamu niteliginde olup, Wildman'in bu iki yayinin sonuglarini, daha sonraki yayinda
birlestirdigi goriilmektedir.

6) "Flora URSS" de Galanthus caucasicus (Baker) Grossh. olarak belirtilen
tirle ilgili 1975 yilinda Fuganti bir derleme yaymlamistir. Bu derlemede G.
caucasicus Baker tiiriinden bahsedilmekte (291), ancak yazarin referans gosterdigi tic

makale 6zetinde de otor adi yer almamaktadir. Ayrica yazar bu bitki i¢in G. nivalis h.
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seklinde bir sinonimden bahsetmektedir. Bu bilginin kaynag ise tespit edilememistir.
"Flora URSS"’de bu bitki igin sinonim olarak G. nivalis var. caucasicus Baker adi
bildirilmektedir.

7) Ayni derlemede (291) G. krasnovii Khokhr. adli bir tiire de yer verilmistir.
"Flora of Turkey and the East Aegean Islands" adli kaynakta bu bitki i¢cin G.
krasnovii A. Khokhr. adi kullanilmistir (76). Yine bu derlemede (291), yazarin
primer kaynaga (225) dayanarak G. krasnovii Khokhr. tiiriinde likorin varliginin
saptandigini rapor ettigi goriilmektedir. Bu primer kaynaga ulasamamakla birlikte bu
kaynagin "Chemical Abstracts" da yer alan Ozetinde likorin adi hi¢ gegcmemekte,
buna karsin galantaminden bahsedilmektedir.

8) Martin tarafindan 1987 yilinda yapilan derlemede, Galanthus tiirlerindeki
galantamin varligi, bazi Amaryllidaceae tiirlerinde galantamin igerigiyle ilgili olarak
yapilmis cesitli caligmalardan yararlanilarak rapor edilmistir (292). Derlemeyi yapan
yazarin inceledigi primer kaynaklarda (194, 205-207) G. woronowii, G. nivalis, G.
nivalis subsp. angustifolius, G. elwesii ve G. nivalis var. gracilis adl1 bitki isimlerine
rastlanirken, derlemede galantamin kaynagi olarak G. woronowii, G. nivalis
(angustifolius), G. elwesii, G. nivalis var. gracilis tiirlerine yer verilmektedir.

9) Hoshino tarafindan 1998 yilinda yapilan derlemede (293), Galanthus
elwesii'de bulunan alkaloitlerden 9-O-demetilgalwesin, hatali olarak “9-

Odemethylgalwesie” seklinde yazilmaistir.
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Bitki Adi Alkaloit Ad1 Literatiir No
Baz E. D. 2140
Demetilhomolikorin
. Galantamin
G. i‘é{ﬁi‘;ﬁi E ?ker Galantin_ 291
Galantusin
Likorin
Tazettin
N-Demetilgalantamin 293
9-O-Demetilgalwasin 293
9-ODemetilhomolikorin 293
Elwesin 289
Fleksinin 289
Galantamin 289, 290, 292, 293
Galantin 293
Galasin 293
— Galwesin 293
° e(lé/;v ez:\',v:';%k' f Hemgntidin_ _ _ 289
' 16-Hidroksi-9-O Demetilgalwesin 293
16-Hidroksigalwesin 293
16-Hidroksivittatin 293
Lokotamin 293
Likorin 289, 290, 293
5-Metoksi-9-O-Demetilhomolikorin 293
Narwedin 293
Sanguinin 293
Tazettin 289,290
Likorin 291
Kriwellin 290
Galantamin 290, 291
Hemantamin 290
Hippeastrin 290, 291
Likorin 289-291
G. krasnovii Khokhr. | Magnarsin 290
Masosin 290
Nartazin 290
Narwedin 290, 291
Nivalidin 291
Nivalin 289
Tazettin 289-291
G. nlyall_s Galantamin 292
(angustifolius)

Tablo 5. "The Alkaloids, Chemistry and Biology"’e Gore Alkaloitleri
Agisindan Arastirilmig Galanthus Tiirleri ve Bu Tiirlerde Saptanmis Amaryllidaceae
Alkaloitleri
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Bitki Adi Alkaloit Ad1 Literatiir No

G. nivalis var. Galantamin 290, 292

gracilis L. (G. nivalis

var. gracilis)

G. woronowii Losinsk Total Alkaloit 288

(G. woronowii) Galantamidin 289

(G. woronowii Losinsk.) Galantamin 289-292
Galantidin 291
Galantin 289-291
Likorin 289
Tazettin 290

Not: Bitki isimleri literatiirde belirtildigi sekli ile aynen alinmistir

Tablo 5’in Devami. "The Alkaloids, Chemistry and Biology"’e Gore
Alkaloitleri Agisindan Arastirillmis Galanthus Tiirleri ve Bu Tiirlerde Saptanmis
Amaryllidaceae Alkaloitleri

Alkaloit igerigi arastirilmig Galanthus tiirleri ve bu tiirlerden izole edilen
alkaloitleri gosteren bir tablo "Dictionary of Alkaloids" adli kitap kaynaktan (332)
yararlanilarak, hazirlanmistir (Tablo 6). Bu kaynakta G. woronowii bitkisine ait
bilgiler, iki farkli ve hatali olan isim altinda yer almaktadir. Ancak ilgili tablodaki
isimler kaynaktaki yazilislarina sadik kalinarak aynen yazilmistir.

Bu konuda bir baska tablo da (Tablo 7), “Chemical Abstracts” taramalari
sonucunda elde edilen 6zetler ve bunlardan hareketle ulasilabilen primer kaynaklara
dayanilarak hazirlanmistir. Bu tabloda 1izolasyon, yap1 aydinlatma ve gaz
kromatografisi-kiitle spektrometresiyle incelenen Galanthus tiirleri, bu tiirlerden elde
edilen alkaloitler ve bu alkaloitlerin dahil oldugu alt gruplar yer almaktadir. Bu
derlemede yer alan bitkiler tiir seviyesinde ele alinmiglardir. Ayni tiir ad1 altinda, bu
tiirlere ait alt tiirlerle, bunlarin sinonimlerine de yer verilmistir. Tablo 7°de ad1 gegen

Galanthus tiirlerinin alt tiir ve sinonimleri baska bir tabloda verilmistir (Tablo 8).
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G. elwesii

Elwesin

Galasin
5-Metoksi-9-O-demetilhomolikorin,
Galwesine,
9-O-Demethylgalwesine,
16-Hidroksigalwesin
16-Hidroksi-9-O-demetilgalwesin
Inkartin

G. gracilis

Digrasin

Grasilamin

Grasilin
3-Epi-3,4-dihidro-3-hidroksigrasilin
3,4-Dihidro-3-hidroksigrasilin
O-Demetillmakronin

Isotazettinol,

G. woronowii

Galantamidin
Galantamin; (-)-form
Galantin

G. nivalis

Narwedin

11-O-(3-Hidroksibutenoil)-hamayin
3-O-(2EButenoil)-11-O-(3-hidroksibutanoil)-hamayin
3,11-Bis-O-(3-hydroxybutanoyl)-hamayin
3,3”,11-Tris-O-(3-hidroksibutanoil)-hamayin
2-0-(3-Asetoksibutenoil)likorin

Magnarsin

Masonin

Kriwellin

Nartazin

G. plicatus ssp. byzantinus

Galantindol
11-Asetoksigrasilin
11-Hidroksivittatin
N-Formilismin

Plikamin
Plikan
O-Demetil-3-epimakronin
Sekoplikamin
3-0O-(3-Hidroksibutenoil)tazettinol,
G. caucasicus Alkaloid A-300
Galantusin
G. nivalis var gracilis Nivalidin

Not: Bitki isimleri literatiirde belirtildigi sekli ile aynen alinmistir

Tablo 6. "Dictionary of Alkaloids"’e Gore Alkaloitleri Agisindan Arastirilmis

Galanthus Tiirleri ve Bu Tirlerde Varligi Saptanmis Olan Amaryllidaceae

Alkaloitleri
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Alkaloit Grubu Alkaloit Ad1 Bitki Ad1 Literatiir No
A-1 G. nivalis L. 333
A-2 G. nivalis L. 333
A-3 G. nivalis L. 333
A-4 G. nivalis L. 333
Bufanisin G. elwesii Hook. 192, 268
Dihidrovittatin G. elwesii Hook. 187, 334
Elwesin (Dihidrokrinidin) G. elwesii Hook. 223
3-Epihidroksibulbispermin G. ikariae L. 269
Fleksinin G. elwesii Hook. 223
G5 G. elwesii Hook. 192
G6 G. elwesii Hook. 192
G7 G. elwesii Hook. 192
- Hamayin G. nivalis L. 333,335
Krinin ¢ G. elwesii Hook. 336
G. xvalentinei nothosubsp. subplicatus 273
3-0-(2"-butenoil)-11-O- (3'-hidroksibutanoil) hamayin G. nivalis L. 333,335
G. xvalentinei nothosubsp. subplicatus 273
3-O-(2" -biitenoil)-11-0-3'-hidroksibutanoil) hamayin izomer | G. nivalis L. 333
3,11-0-(3',3"-dihidroksibutanoil) hamayin G. nivalis L. 333, 335, 336
G. xvalentinei nothosubsp. subplicatus 273
3,11-3"-0-(3",3",3""-trihidroksibutanoil) hamayin G. nivalis L. 335,336
3,3'.-0-(3",3"-dihidroksibutanoil) hamayin G. nivalis L. 336
11,3',-0-(3',3"-dihidroksibutanoil) hamayin G. nivalis L. 336
11-0O-(3’-hidroksibutanoil) hamayin G. nivalis L. 268, 333, 335, 336
G. elwesii Hook. 268, 336
G. xvalentinei nothosubsp. subplicatus 273

9¢
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Alkaloit Grubu Alkaloit Ad1 Bitki Ada Literatiir No
Hemantamin G. elwesii Hook. 192, 268, 333, 337
G. nivalis L. 330
G. trojanus A. P. Davis & N. Ozhatay 338
G. xvalentinei nothosubsp. subplicatus 273
6-Hidroksihemantamin G. elwesii Hook. 268
Hemantidin G. elwesii Hook. 187,334
Krinin G. elwesii Hook. 192, 337
Krinin G. ikariae L. 269
8-0-Demetilmaritidin G. trojanus A. P. Davis & N. Ozhatay 338
G. rizehensis Stern 272
9-O-Demetilmaritidin G. gracilis Celak. 270
Krinin G. reginae-olgae Orph. subsp. vernalis Kamari 192, 271
Maritidin G. elwesii Hook. 192, 268
Vittatin G. trojanus A. P. Davis & N. Ozhatay 339
G. elwesii Hook. 268, 333
G. gracilis Celak. 270
G. rizehensis Stern 229
G. xvalentinei nothosubsp. subplicatus 273
11-Hidroksivittatin G. elwesii Hook. 341
G. plicatus Bieb. 110
G. trojanus A. P. Davis & N. Ozhatay 339
G. nivalis L 268
G. rizehensis Stern 229
11-Hidroksivittatin N-oksit G. trojanus A. P. Davis & N. Ozhatay 338
Galantamin Galantamin (Nivalin) G. caucasicus (Baker) Grossh. 139, 227, 342
G. elwesii Hook. 192, 197, 220, 223, 268, 337, 341, 334

LE
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Alkaloit Grubu

Alkaloit Ad1

Bitki Ad1

Literatiir No

Galantamin (Nivalin)

. ikariae Baker

. krasnovii A. Khokr.

. latifolius Rupr.

. nivalis L.

. reginae-olgae Orph. subsp. vernalis Kamari
. woronowii Losinsk.

187, 269, 334

139, 225, 343

139

48, 125, 194, 222, 228, 330, 344
271

139, 143, 345, 346

G
G
G
G
G
G
G. gracilis Celak. 270
Galantamin G. rizehensis Stern 272
G. xvalentinei nothosubsp. Subplicatus 273
N-Demetilgalantamin(Norgalantamin) G. elwesii Hook 192, 341
N-Formilgalantamin G. elwesii Hook. 192
N-Formilnorgalantamin G. elwesii Hook. 268
Epinorgalantamin G. elwesii Hook. 268
Likoramin G. elwesii Hook. 268
G. nivalis L. 347
Nor-likoramin (N-Demetillikoramin) G. elwesii Hook. 192, 268
Lokotamin G. elwesii Hook. 341
O-Metillokotamin G. elwesii Hook. 192, 268, 341
G. woronowii Losinsk. 218
Narwedin G. elwesii Hook. 192, 268, 341
G. nivalis 330
G. woronowii Losinsk.. 218
Nivalidin (6-O-Metilapogalantamin) G. nivalis L. 125, 205, 344, 348
Sanguinin G. elwesii Hook. 341
G. woronowii Losinsk. 218
11-Asetoksigrasilin G. gracilis Celak. 296
Grasilin Digrasin G. gracilis Celak. 296
3,4-Dihidro-3-hidroksigrasilin G. gracilis Celak. 296
3-Epi-3,4-dihidro-3-hidroksigrasilin G. gracilis Celak. 111
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Alkaloit Grubu Alkaloit Adi Bitki Adi Literatiir No
Plikamin G. plicatus Bieb. 110
Plikamin Plikan G. plicatus Bieb. 111
Sekoplikamin G. plicatus Bieb. 110
Gl G. elwesii Hook. 192
G2 G. elwesii Hook. 192
G3 G. elwesii Hook. 192
G4 G. elwesii Hook. 192
Galantusin G. woronowii Losinsk. 139
G. caucasicus (Baker) Grossh. 139
Galasin G. elwesii Hook. 341
Galwesin G. elwesii Hook. 192, 268, 333, 341
Demetilgalwesin G. elwesii Hook. 268
. . 8-O-demetilgalwesin G.elwesii Hook. 333
Likorenin 9-O-Demetilgalwesin G. elwesii Hook. 268, 341
Demetilhomolikorin G. caucasicus (Baker) Grossh. 139, 342
G. woronowii Losinsk. 139
8-O-Demetilhomolikorin* G. elwesii Hook. 333, 349
9-O-Demetilhomolikorin* G. elwesii Hook. 341, 350
Hippeastrin G. elwesii Hook. 268, 333, 349
G. nivalis L. 228, 330, 344
Homolikorin G. elwesii Hook. 333
G. xvalentinei nothosubsp. subplicatus 273
16-Hidroksi-9-O-demetilgalwesin G. elwesii Hook. 341
16-Hidroksigalwesin G. elwesii Hook. 341
Likorenan G. reginae-olgae Orph. subsp. vernalis Kamari 271
Masonin G. nivalis L. 330
G. elwesii Hook. 333
2-Metoksi-8-O-demetilhomolikorin* G. elwesii Hook. 333
5-Metoksi-9-O-demetilhomolikorin* G. elwesii Hook. 341
8-O-Demetilhomolikorin G. gracilis Celak. 270
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Likorin (Galantidin)

. caucasicus (Baker) Grossh.

. elwesii Hook.

. ikariae Baker

. nivalis L.

. trojanus A. P. Davis & N. Ozhatay
. woronowii Losinsk.

139, 227, 342, 352

187, 220, 223, 268, 333, 334, 336, 341

187, 269, 334

48, 219, 222, 228, 268, 330, 333, 335, 336, 344, 345
339

139, 217, 221, 327, 346

Alkaloit Grubu Alkaloit Ad1 Bitki Adi Literatiir No
2-Metoksihomolikorin G. elwesii Hook. 333
Neronin G. reginae-olgae Orph. subsp. vernalis Kamari | 271
Dihidrolikorin G. trojanus A. P. Davis & N. Ozhatay 338
Likorenin Anhidrolikorin G. nivalis L. 333
G. elwesii Hook. 333
G. rizehensis Stern 272
Galantin G. caucasicus (Baker) Grossh. 139, 227, 342, 352
G. elwesii Hook. 333, 341
G. ikariae Baker 187, 334
G. woronowii Losinsk. 139, 217, 327, 346
G. rizehensis Stern 272
A-5 G. nivalis L. 333
Inkartin G. elwesii Hook. 268, 333, 336, 349
G. nivalis 268, 333
G. rizehensis Stern 229
G. xvalentinei nothosubsp. subplicatus 273
Inkartin N-oksit G. rizehensis Stern 229
Likorin Hippamin G. rizehensis Stern 272
Karanin G. nivalis 333
O-Asetilkaranin G. rizehensis Stern 272
G
G
G
G
G
G
G

. krasnowii A. Khokr.

139

ov
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Alkaloit Grubu Alkaloit Adi Bitki Adi Literatiir No
Likorin (Galantidin) G. latifolius Rupr. 139
G. rizehensis Stern 229,272
G. xvalentinei nothosubsp. subplicatus 273
Likorin N-oksit G. rizehensis Stern 229
2-0O-(3'-Asetoksibutanoil) likorin G. nivalis L. 333, 335
G. elwesii Hook. 336
2"-0-(3'-Hidroksibutanoil)likorin G. nivalis L. 333
o 2-O-(3'-Hidroksibutanoil)likorin G. elwesii Hook. 336
Likorin G. woronowii Losinsk. 218
2"-0-(3'-Hidroksibutanoil)likorin izomer G. nivalis L. 333
11,12-Didehidroanhidrolikorin G. rizehensis Stern 272
Ungeremin G. nivalis L. 335
Pluvin G. gracilis Celak. 270
1-Asetilpulvin G. rizehensis Stern 272
Assoanin G. gracilis Celak. 270
Oksoassoanin G. gracilis Celak. 270
G. rizehensis Stern 272
Stenbergin G. gracilis Celak. 270
G. rizehensis Stern 272
G. woronowii Losinsk. 218
8-O-Demetilvaskonin G. nivalis L. 336
1-O-Asetildihidrometilpsédolikorin N-oksit G. trojanus A. P. Davis & N. Ozhatay 338
1-O-Asetil-O-metilpsddolikorin G. woronowii Losinsk. 218
Arolikorisidin G. trojanus A. P. Davis & N. Ozhatay 338
Narsiklasin Likorisidin (Margetin) G. elwesii Hook. 351
G. nivalis L.
Narsiklasin G. elwesii Hook. 351
G. nivalis L.
Narsidin G. trojanus A. P. Davis & N. Ozhatay 338

v
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Alkaloit Grubu Alkaloit Ad1 Bitki Adi Literatiir No
5,6-Dihidrobikolorin G. xvalentinei nothosubsp. subplicatus 273
N-Formilismin G. plicatus Bieb. 111
Ismin G. plicatus Bieb. 353
G. nivalis L. 268, 333, 335, 336
G. elwesii Hook. 347
Fenantridin G. gracilis Celak. 270
G. rizehensis Stern 272
G. xvalentinei nothosubsp. subplicatus 273
Trisferidin G. plicatus Bieb 354
G. plicatus Bieb. 355
G. elwesii Hook. 192, 268, 333
G. rizehensis Stern 272
G. nivalis L. 268, 333
G. gracilis Celak. 270
G. xvalentinei nothosubsp. subplicatus 273
Kriwellin G. nivalis L. 330
Makronin G. nivalis L. 333
G. xvalentinei nothosubsp. subplicatus 273
Epimakronin G. rizehensis Stern 272
G. xvalentinei nothosubsp. subplicatus 273
Tazettin 3-O-Demetilmakronin G. gracilis Celak. 270
3-Epimakronin G. plicatus Bieb. 353, 356
G. nivalis L. 268, 333, 336
3-0O-Demetil-3-epimakronin G. plicatus Bieb. 354
Tazettin G .caucasicus (Baker) Grossh. 139, 242, 352
G. elwesii Hook. 187, 192, 220, 223, 268, 334
G. ikariae Baker 269
G. nivalis L. 48,182, 219, 222, 228, 268, 333, 335, 336, 344
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Alkaloit Grubu Alkaloit Ad1 Bitki Ad1 Literatiir No
Tazettin G. reginae-olgae Orph. subsp. vernalis Kamari 271
G .woronowii Losinsk. 139, 331
G. krasnowii A. Khokr. 139
G. latifolius Rupr. 139
G. plicatus Bieb 356
Tazettin G. gracilis Celak. 270
G. rizehensis Stern 272
G. xvalentinei nothosubsp. subplicatus 273
6-Deoksitazettin G. nivalis L. 333
6-O-Metilpretazettin G. gracilis Celak. 270
11-Deoksitazettin G. gracilis Celak. 270
G. rizehensis Stern 272
3-O-(3-Hidroksibiitiril) G. plicatus Bieb 111
tazettinol
Montanin 2-Demetoksimontanin G. ikariae Baker 269
1-Asetil-p-karbolin G. rizehensis Stern 272
8-0O-Metilnorbelladin G. trojanus A. P. Davis & N. Ozhatay 338
G. rizehensis Stern 229, 272
Bulbokapnin G. trojanus A. P. Davis & N. Ozhatay 339
Diger 3-Epihidroksibulbispermin | G. ikariae Baker 269
Alkaloitler (E)-N-feruloiltiramin G. elwesii Hook. 341
Galantindol G. plicatus Bieb. 340
G. gracilis Celak. 270
G. xvalentinei nothosubsp. subplicatus 273
Galantusin G. caucasicus (Baker) Grossh. 342, 357, 358
Grasilamin G. gracilis Celak. 109
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Alkaloit Grubu Alkaloit Ad1 Bitki Ad1 Literatiir No
Hordenin G. elwesii Hook. 268, 333, 341, 349
G. plicatus Bieb. 340
Diger G. nivalis L. 333
Alkaloitler G. rizehensis Stern 272
Hordenin-tiirevi alkaloit G. elwesii Hook. 268
Kapnoidin G. trojanus A. P. Davis & N. Ozhatay 339
N-Metiltiramin G. elwesii Hook. 333
Tiramin G. trojanus A. P. Davis & N. Ozhatay 338

14%
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s . Alt Tiirler ve Sinonim Isimleri
Tiir Isimleri

. caucasicus

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

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

G. elwesii Hook.

G. ikariae Baker . ikariae ssp. lalifolius Stern

G. krasnovii A. Khokr. . krasnovi

G. latifolius Rupr. . platyphyllus Traub & Moldenke
. hivalis
. nivalis L subsp. angustifolius (G. Koss.)
rtjushenko

. nivalis L var. gracilis (Celak)
. nivalis var. gracilis (Celak)

. nivalis var. gracilis

. nivalis L. ssp. nivalis

G. nivalis L.

. plicatus Bieb. subsp. byzantinus (Baker) D. A. Webb

G. plicatus Bieb. . plicatus M.B.
. plicatus ssp. byzantinus
. Woronowii

G. woronowii Losinsk. i onowl
. woronovi

DOOAOOOOOOOZOONOOOOOOO

. woronowii A. Los.

Tablo 8. Tablo 7°de Adi1 Gegen Galanthus Tiirlerinin Alt Tiir ve Sinonimleri

Ayrica, Tablo 8’de Galanthus ikariae Baker adi altinda incelenen Galanthus
ikariae subsp. latifolius Stern, "Flora of Turkey and the East Aegean Islands" adli
kaynakta Galanthus platyphyllus Traub & Moldenke bitkisinin sinonimi olarak
gosterilmektedir (76).

Tablo 8’de yer alan G. caucasicus (Baker) Grossh. bitkisinden elde edilen
demetilhomolikorinin, 8 veya 9-O-demetil homolikorin oldugu birincil kaynakta
bildirilmemistir.

Cesitli Galanthus tiirlerinden izole edilmis, Rs degerleri, fiziksel veya spektral
Ozellikleri belirlendigi halde yapilar1 tam olarak aydinlatilamamis bazi alkaloitlerin
rapor edildigi arastirmalar da mevcuttur. (48, 185-187, 217, 221, 224, 225, 227, 228,
330, 334, 345, 346, 352). Ayrica izole edildikleri c¢alismalarda yapilar
belirlenememis ancak daha sonra yapilar1 aydinlatilmis alkaloitlere dair caligmalar da

bulunmaktadir (359-361).
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Galanthus tiirleri, alkaloitlerinin yanisira karbonhidratlart  (362-364),
flavonoidleri (190, 365, 366), yag asitleri (367), pigmentleri (368) ve fenolik asitleri
(188-191) yoniinden de arastirilmiglardir.

Galanthus tiirleri tizerinde 1980 yilindan itibaren g¢esitli doku kiiltiirii
calismalar1 yapilmistir (150, 369-372). Ayrica 1987 yilindan itibaren Galanthus
tiirlerinin lektinleri iizerine ¢ok sayida arastirmanin mevcut olmast da bu konunun

Oonemini ortaya koymaktadir (373-383).
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II. BOLUM

1.GEREC VE YONTEMLER

1.1 Botanik Arastirmalar

1.1.1 Materyal

Mikroskobik ¢aligmalarda kullanilmak tizere Galantnus fosteri bitkisi
ornekleri, 28.03.2012 tarihinde ¢igekli halde iken, 01.04.2013 tarihinde ise meyveli
iken, Amasya ili, Ziyaret beldesi Adatepe mevkisinden toplanmistir. Bitkinin
dogadaki goriiniisiine ait bir fotografa, bitki hakkinda fikir vermesi amaciyla Resim

1’de yer verilmistir.

Resim 1. Galanthus fosteri Bitkisinin Dogadaki Goriiniisii

Prof. Dr. M. Ali ONUR tarafindan tayin edilen bitkiye ait herbaryum 6rnekleri
Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali Herbaryumunda
1516 ve 1525 numaralar1 altinda sakli tutulmaktadir. Herbaryum Ornegine ait

fotograflar Resim 2 ve Resim 3’de goriilmektedir.

47



Resim 2. Galanthus fosteri Baker Bitkisinin Cigekli Herbaryum Ornegi

Resim 3. Galanthus fosteri Baker Bitkisinin Meyveli Herbaryum Ornegi
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Toplamis oldugumuz bitkinin ¢esitli fertlerinden, ¢igekli ve meyveli donemde
ayr1 ayri olmak iizere, bitkinin soganiyla birlikte tiim organlarini igeren Ornekler
70°lik etanol kullanilarak alkol materyali hazirlanmis ve anatomik calismalarda
kullanilmak iizere saklanmustir.

Bitki materyali Oncelikle toprak iistii ve toprak alti kisimlari olmak iizere
birbirinden ayrilmistir. Her iki grup da temizlendikten sonra ufak parcalara boliinerek
acik havada, golgede ve oda sicakliginda kurutularak drog 6rnekleri hazirlanmistir.

Temizleme islemi, gozle goriilebilen biitiin organik ve anorganik yabanci
maddeler yanisira, bitkiye ait olan kurumus, lekelenmis veya bozulmus biitiin
kisimlarin elle ayiklanmasi suretiyle gergeklestirilmistir.

Bitkinin ¢icekli ve meyveli donemlerinde toplanip kurutulmus orneklerinden,
cicekli haldeki bitkiden hazirlanan Herba Galanthi érneklerine CTU, ayn1 donemdeki
Bulbus Galanthi 6rneklerine CTA, meyveli haldeki bitkiden hazirlanan Herba
Galanthi 6rneklerine MTU, ayn1 dénemdeki Bulbus Galanthi drneklerine MTA

kodlar1 verilmistir.

1.1.2 Deneyler

Mikroskobik caligsmalar i¢in, safsizliklarindan temizlenen ve kurutulmus bitki
ornekleri, tung havanda mekanik olarak orta incelikte toz haline getirilmistir.

Anatomik c¢aligmalarda, daha Once bahsedilen alkol materyalinden
yararlanilmistir. Alkol materyalinde bulunan bitkinin kok, sogan, c¢icek durumu sapi,
yaprak, cicek, ile meyva ve tohumlarina ait ¢esitli 6rneklerden kesitler alinmistir. Bu
kesitler Sartur (384) ve Kloralhidrat reaktifleri (385) iginde hazirlanan mikroskobik
inceleme preparatlart halinde, SOIF marka arastirma mikroskobunda, anatomik
yapilar acisindan karsilagtirmali olarak incelenmistir.

Bu incelemeler sirasinda, bitkilerin kok, sogan, ¢icek durumu sapi, yaprak,
cicek ile meyva ve tohumlarina ait sabit ve karakteristik 6zellikler Celestron marka

dijital mikroskop goriintiileyicisi kullanilarak saptanmistir.
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1.2 Kalite Kontrol ve Miktar Tayini Arastirmalar

1.2.1 Materyal

Galanthus fosteri bitkisi, kalite kontrol calismalarinda kullanilmak {izere
28.03.2012 tarihinde bitki ¢igekli halde iken, 01.04.2012 tarihinde ise bitki meyveli
halde iken, Amasya ili, Ziyaret beldesi, Adatepe mevkisinden toplanmistir. Bitkiye
ait herbaryum omekleri Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi
Anabilim Dal1 Herbaryumunda 1516 ve 1525 numaralar altinda saklanmaktadir.

Taze bitkinin toprak {iistii ve toprak alti kisimlar1 gozle goriilebilen biitiin
yabanci maddelerinden ayiklanarak temizlendikten sonra, orta incelikte pargalar
olacak sekilde dogranip, golgede, oda sicakliginda kurutularak Herba Galanthi ve
Bulbus Galanthi 6rnekleri hazirlanmistir. Bitkinin ¢igekli ve meyveli donemlerinde
toplanip kurutulmus 6rneklerden, ¢igekli haldeki bitkiden hazirlanan Herba Galanthi
orneklerine CTU, aym donemdeki Bulbus Galanthi 6rneklerine CTA, meyveli
haldeki bitkiden hazirlanan Herba Galanthi 6rneklerine MTU, aym dénemdeki
Bulbus Galanthi 6érneklerine MTA kodlar1 verilmistir.

Bitkisel materyal gozle goriilen biitiin yabanci maddelerinden temizlendikten
sonra, toprak alt1 ve toprak {stii kisimlar1 ayrilarak uygun biiytikliikte olacak sekilde
dogranmis ve golgede, oda sicakliginda kurutulmustur. Kurutma isi tamamlandiktan
sonra tlim Ornekler Retsch GmbH SK 1 marka elektrikli degirmende ince toz (elek
capt lmm) haline getirilmistir.

Arastirmalar sirasinda ince tabaka kromatografisi (I.T.K.), yiiksek basingli s1vi
kromatografisi ve kolinesteraz inhibitor aktivite tayini ile yaptifimiz c¢aligmalarda
kullandigimiz galantamin ve likorin referans bilesikleri Anabilim Dalimizda gesitli
Galanthus tiirleri tizerinde daha 6nce yapilmis olan fitokimyasal aragtirmalarda (341,
386) saf halde elde edilmis olup, yapilar1 modern spektral yontemlerle (NMR, UV,
IR ve MS) aydmlatilmistir. S6z konusu bilesiklerin spektral bulgulari Anabilim

Dalimizda bulunmaktadir.
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1.2.2 Yontemler

1.2.2.1 Kurutmada Kayip Miktar Tayini

Deney sartlarinda Onceden sabit agirliga getirilen cam tartim kabinda tam
olarak tartilan drog, 100-105 °C’lik etlivde yaklagik 1 saat siire ile tutulur. Etlivden
cikartildiktan sonra, desikatorde sogutularak tartilir. Isitma, sogutma ve tartma
islemlerine son iki tartim arasinda 0.5 mg'dan fazla fark olmayacak sekilde, sabit

vezne gelinceye kadar devam edilir. Drogun kurutmada kayip miktar1 yiizde olarak

hesaplanir (116, 117).

1.2.2.2 Total Kiil Miktar Tayini

1 g civarinda drog, deney sartlarinda 6nceden 600°C lik firinda tutularak sabit
agirliga getirilen bir porselen krdze icerisine tam olarak tartilir. Drog iceren kroze,
once 105 °C lik etiivde bir saat siireyle tutulur. Heracus marka 600 + 25°C’lik yakma
firinia konulur ve drog 1 saat siireyle yakilir. Bu siire sonunda desikatore alinip,
sogutulur ve tartilir. Yakma, sogutma ve tartma islemlerine, kiilii igeren krézenin

agirlig sabit vezne gelinceye kadar devam edilir. Drogun igerdigi kiil miktar1 yiizde

olarak hesaplanir (116, 117).

1.2.2.3 Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini

Deney sartlarinda Onceden sabit agirhiga getirilmis olan porselen kroze
igerisine drog tam olarak tartilir. Drog igeren kroze, once 105 °C’lik etiivde bir saat
siireyle tutulur. Sonra sicaklig1 600 + 25°C olan firina konur ve drog yaklasik bir saat
stireyle yakilir. Bu siire sonunda kroze desikatore alinip sogutulur ve tartilir. Yakma,
sogutma ve tartma islemlerine, kiilii igeren krézenin agirligi sabit vezne gelinceye
kadar devam edilir. Krozelere belirli miktarda distile su ve hidroklorik asit konulur.
Saat cami ile kapatilarak kaynatilir. Soguduktan sonra kiil birakmayan siizgec
kagidindan (589" Black ribbon ashless) siiziilerek, notr olana kadar sicak distile su ile
yikanir. Uzerinde kalan bakiye ile birlikte siizge¢ kagidi tekrar krdzenin igerisine
konur ve son iki tartim arasindaki fark 0.5 mg’dan fazla olmayacak sekilde sabit
vezne gelinceye kadar yakma islemine devam edilir. Drogun igerdigi hidroklorik

asitte ¢oziinmeyen kiil miktar1 yiizde olarak hesaplanir (116, 117).
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1.2.2.4 Siilfat Kiilii Miktar Tayini

1 g civarinda drog, deney sartlarinda Onceden sabit agirliga getirilen bir
porselen krdze igerisine tam olarak tartilir. Uzerine belirli miktarda %10’luk sulu
stilfiirik asit ¢ozeltisinden damla damla konulur, plak 1siticida 1sitilir. Bu islemlerden
sonra drog iceren kréze, Heracus marka 600 + 25°C yakma firmina konulur ve
yaklagik 1 saat siireyle yakilir. Desikatorde sogutulur. Daha sonra {izerine %10’luk
stilfiirik asit ve bunu takiben % 15.8’lik amonyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilir ve
ayni igslemler tekrar edilir. Yakma, sogutma ve tartma islemlerine, siilfat kiilii igeren
krozenin agirlig1 sabit vezne gelinceye kadar devam edilir. Daha sonra drogun ytizde

stilfat kiilii miktar1 hesaplanir (116, 117).

1.2.2.5 Total Alkaloit Miktar Tayini

100-105°C lik etiivde sabit vezne getirilen drog Ornekleri tam olarak tartilir.
Bir perkolatorde 24 saat % 96'lik etanol ile masere edilir. Daha sonra drog yine %
96’lik etanol ile genel alkaloit belirtecleri olan Dragendorff ve Mayer reaktifleri
(116, 387) ile reaksiyon vermeyinceye kadar ekstre edilir. Etanollii ekstre algak
basing altinda kuruluga kadar distillenip, bakiye porsiyonlar halinde % 1’lik
hidroklorik asit ¢ozeltisi igerisinde ¢oziindiiriiliip, siiziiliir. Bu isleme, asitli siizlintii
Dragendorff ve Mayer reaktifleri ile reaksiyon vermeyinceye kadar devam edilir.
Birlestirilmis asitli ¢ozeltiler kiiglik porsiyonlar halinde petrol eteri (40-60°C) ile 6n
ekstraksiyona tabi tutulur. Asitli ¢ozelti % 26°lik amonyum hidroksit ile
kalevilendirilir (pH 9-11) ve ardindan kloroform ile tiiketilir. Ekstraksiyondan sonra
kloroformlu fazdan bir miktar alinir. Susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarilip,
stiztiliir. Kloroform algak basing altinda distillenir. % 1°lik hidroklorik asit ¢ozeltisi
icinde ¢oziindiiriilen bakiyede, Mayer ve Dragendoff reaktifleri ile alkaloit varlig
kontrol edilir. Alkaloit kalmamuis ise ekstraksiyon islemleri sonlandirilir. Birlestirilen
kloroformlu kisimlar, susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarilir. Algak basing
altinda kuruluga kadar distillenir. Bu sekilde total alkaloit ekstresi elde edilmis olur.

Elde edilen total alkaloit ekstreleri, iizerine belirli miktarda ayarl siilfiirik asit
cozeltisi ilave edilip, sicak su banyosunda ara sira c¢alkalanarak ¢oziindiiriiliir.
Uzerine birka¢ damla metil kirmizis1 karisim reaktif ¢ozeltisinden (116) ilave edilir.

Asidin fazlasi, yine ayarli sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile titre edilir. Reaktifin rengi
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kirmizi-viyoleden yesile dondiigii an isleme son verilir. Daha sonra gerekli

hesaplama yapilarak, total alkaloit miktar1 tayin edilir (116, 388).

1.2.2.6 Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromatogrofisi ile Alkaloitlerin Miktar Tayini

1.2.2.6.1 Ekstrelerin Hazirlanisi

200 mg civarinda tam olarak tartilan drog, deney tiipiine konulur. Sml % 2’lik
hidroklorik asit cozeltisi ile 5 saat, 40°C de ultrasonik banyoda maserasyona
birakilir. Bu islemi takiben 1 ml derisik amonyak ¢6zeltisi ve 4 ml distile su konulur.
5000 rpm de 10 dk santrifiij edilir. Ustte kalan siv1 faz baska bir deney tiipiine
aktarilir. Distile su ile 10 ml’ye tamamlanir. Bundan 3 ml alinir, Extrelut-N (Merck)
kolonuna yiiklenerek 10 dk bekletilir. Daha sonra sonra Extrelut-N (Merck)
icerisinden kloroform geg¢irmek suretiyle eliisyon yapilir. Kloroformlu ¢ozelti vakum
altinda kuruluga kadar distillenir.

Bu sekilde hazirlanan ekstreler 1 ml % 0.1 TFA (Trifloroasetik asit)
¢ozeltisinde ¢oziindiikten sonra, Sem Concept Syringe 0.45 pm, 13 mm (Teflon)
filtreden stiziliir (212).

1.2.2.6.2 Standart Alkaloide Ait Ol¢ii Egrisinin Hazirlanmasi

Standart maddeler % 0.1 TFA (Trifloroasetik asit) ¢o6zeltisinde ¢oziiliir.
Standart alkaloit ¢ozeltisinden seyreltmek suretiyle farkli konsantrasyonlarda
cozeltiler hazirlanir. Cozeltiler Sem Concept Syringe 0.45 pm, 13 mm (Teflon)
filtreden siiziiliir. Bu ¢ozeltilerin her birinden uygun miktarlar Hamilton enjektor ile
uygulanarak, belirli dalga boyunda o alkaloide ait sinyalin alan degeri Ol¢iiliir.

Uygulanan miktarlara kars1 okunan alan degerlerini gésteren bir 6l¢ii egrisi hazirlanir

(212).

1.2.2.6.3 Deneyin Yapihisi

Miktar tayini i¢in hazirlanan alkaloit ekstrelerinin uygulamalar1 da Hamilton
enjektor yardimiyla yapilir. Standart alkaloitlere ait olgli egrisi hazirlamada
kullanilan sartlara gore yapilan uygulamalar sonucunda, okunan alan degerlerine
karsilik gelen miktarlar, egriden yararlanarak hesaplanir. Bu miktar tayini sonuglari,

kuru drog tizerinden % miktar olarak hesaplanir (212).
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1.2.3 Deneyler

1.2.3.1 Kurutmada Kayip Miktar Tayini

Onceden deney sartlarinda sabit vezne getirilen cam tartim kabinda 1 g
civarinda drog Ornegi tam olarak tartildi. 100-105 °C'lik etiivde 1 saat siire ile
isitildiktan sonra desikatore alinip, 30 dakika sogutulup, tartildi. Isitma, sogutma ve
tartma iglemlerine son iki tartim arasinda 0.5 mg'dan fazla fark olmayacak sekilde
sabit vezne gelinceye kadar devam edildi. Buradan drogun igerdigi yiizde kurutmada

kayip miktar1 hesaplandi.

1.2.3.2 Total Kiil Miktar Tayini

Deney sartlarinda 6nceden 600°C lik firinda tutularak sabit agirliga getirilen bir
porselen kroze igerisinde 1 g civarinda drog tam olarak tartildi. Drog igeren kroze,
once 1 saat siireyle 105°C lik etiivde tutuldu, daha sonra Heracus marka yakma
firninda 600 £ 25°C de 1 saat siireyle yakildi. Desikatore alindiktan sonra 30 dakika
sogutulup, tartildi. Yakma, sogutma ve tartma islemlerine, kiilii igeren krozenin
agirliginda son iki tartim arasinda 0.5 mg'dan fazla fark olmayacak sekilde sabit
vezne gelinceye kadar devam edildi. Buradan drogun igerdigi total kiil miktar1 yiizde

olarak hesaplandi.

1.2.3.3 Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini

1 g civarinda drog, deney sartlarinda Oonceden sabit agirliga getirilmis olan
porselen kroze igerisine tam olarak tartildi. Drog i¢eren kroze, 6nce bir saat stire ile
105°C lik etiivde tutuldu; daha sonra sicakligi 600 + 25°C olan Heraus marka yakma
firiina koyulup, yaklasik bir saat siireyle yakildi. Bu siire sonunda kroze desikatore
aliip 30 dakika sogutuldu ve tartildi. Yakma, sogutma ve tartma islemlerine, kiilii
iceren krozenin agirlig1 sabit vezne gelinceye kadar devam edildi. Krozelere 15 ml
distile su ve 10 ml derisik hidroklorik asit koyuldu. Krozenin agzi1 saat cami ile
kapatilarak 10 dk plak 1sitic1 lizerinde kaynatildi. Soguduktan sonra kiil birakmayan
siizge¢ kagidindan (589" Black ribbon ashless) siiziildii, siiziintii notr olana kadar
sicak distile su ile yikandi. Siizge¢ kagidi tekrardan krozenin i¢ine konuldu ve tablal
isiticida 1sitilip yakma firmimin igine konuldu. Sabit vezne gelene kadar yakma
islemine devam edildi. Buradan drogun % olarak hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil

miktari tayin edildi.
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1.2.3.4 Siilfat Kiilii Miktar Tayini

Drog, deney sartlarinda 6nceden sabit agirlia getirilen bir porselen kroze
icerisine tam olarak tartildi. Uzerine 2 ml %10’luk sulu siilfiirik asit ¢dzeltisinden
damla damla koyduktan sonra Once su banyosunda, ardindan buhar ¢ikisi
tamamlanincaya kadar tablali 1siticida 1sitild1 ve son olarak Heraeus marka 600 +
25°C yakma firmma konulup, 1 saat siireyle yakildi. Desikatorde 30 dk
sogutulduktan sonra birka¢c damla %10’luk siilfiirik asit ilavesiyle yukarida
bahsedilen sekilde tekrar 1sitild1 ve yakildi. Desikatorde 30 dk sogutulduktan sonra
% 15.8’lik amonyum karbonat ¢ozeltisinden birkag damla damlatilarak ayni sekilde
isitilip yakildi. Desikatorde soguduktan sonra tartildi. Yakma islemine bir saatlik
stirelerle, drog iceren krdzenin agirligi sabit vezne gelinceye kadar devam edildi.
Buradan drogun icerdigi siilfat kiilii miktar1 bulundu. Bu deger daha sonra ylizde

olarak hesaplandi.

1.2.3.5 Total Alkaloit Miktar Tayini

1.2.3.5.1 Total Alkaloit Ekstresinin Hazirlanisi

100-105 °C'lik etiivde sabit vezne getirilen CTU, CTA, MTU, MTA kodlu
drog 6rneklerinden 3 g civarinda tam olarak tartildi. Bir perkolatdrde 24 saat 100 ml
% 96’11k etanol ile masere edildi. Daha sonra drog yaklasik toplam 300 ml % 96'lik
etanol ile tiketme sivisi Dragendorff ve Mayer reaktifleri (116, 387) ile reaksiyon
vermeyinceye kadar ekstre edildi. Etanollii ekstre algak basing altinda kuruluga kadar
distillenip, bakiye 50 ml'lik porsiyonlar halinde % 1'lik hidroklorik asit ¢ozeltisi
icerisinde ¢oziiliip, siiziildii. Coziinmeyen kisimlar % 1'lik hidroklorik asit ile
porsiyonlar halinde yikandi. Yikama islemine, asitli siiziintii Dragendorff ve Mayer
reaktifleri ile reaksiyon vermeyinceye kadar devam edildi. Toplam 200 ml % 1'lik
hidroklorik asit kullanildi. Birlestirilmis asitli ¢ozeltiler 100 ml'lik porsiyonlar
halinde 3 defa petrol eteri (40-60°C) ile ekstre edildi. Petrol eterli kisimlar ayrildi.
Asitli ¢ozelti % 261k amonyum hidroksit ile (pH 9-10) kalevilendirildi. Daha sonra,
kloroform ile (6x100 ml) tiiketildi. Sonuncu ekstraksiyondan sonra kloroformlu
fazdan bir miktar alindi. Susuz sodyum siilfat (Merck 6643) ile suyundan kurtarilip,
siizildii. Kloroform algak basing altinda distillendi. Bakiye bir miktar % 1'lik
hidroklorik asit ¢ozeltisi ile ¢6ziiliip, Mayer ve Dragendoff reaktifleri ile alkaloit

varlig1 kontrol edildi. Birlestirilen kloroformlu kisimlar, susuz sodyum siilfat (Merck
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6643) ile suyundan kurtarildi. Al¢ak basing altinda kuruluga kadar distillendi. Bu
sekilde total alkaloit ekstresi elde edilmis oldu.

1.2.3.5.2 Total Alkaloit Miktar Tayini Uygulamasi

Total alkaloit ekstresi tizerine, 20 ml 0.02 N ayarl siilfiirik asit ¢ozeltisi ilave
edilip, sicak su banyosunda (50-60°C) ara sira ¢alkalanarak ekstrenin tamamen
¢Ozilinmesi saglandi. Sonra iizerine 3 damla metil kirmizis1 karisim reaktif ¢ozeltisi
(116) ilave edildi. Asidin fazlas1 0.02 N ayarli sodyum hidroksit ¢6zeltisi ile geri
titre edildi. Titrasyona, endikatoriin rengi kirmizi viyoleden yesile doniinceye kadar

devam edildi.

1.2.3.5.3 Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

1.2.3.5.3.1 0.02 N Siilfiirik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Ayarlanmasi

1000 ml'lik balon jojeye bir miktar kaynatilip, sogutulmus distile su konuldu.
Uzerine biiret yardimiyla 2.8 ml % 95-98'lik derisik siilfiirik asit (Merck) ilave edildi
ve kaynatilip, sogutulmus distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi. Boylece 0.1 N
stlfiirik asit ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirladigimiz 0.1 N silfiirik asit ¢ozeltisinden
biiret yardimi ile 200 ml yine 1000 ml'lik bir balon jojeye alindi ve kaynatilip,
sogutulmus distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi. Boylece 0.02 N siilfiirik asit
¢Ozeltisi hazirlanmis oldu.

0.02 N siilfiirik asidin ayarlanmasi i¢in 100-105°C sicakliktaki etiivde kuruluga
kadar 1sitilip, sabit vezne getirilen, susuz sodyum karbonattan (Merck) 30 mg tam
tarttm alindi1 ve 30 ml kaynatilmis sogutulmus distile suda ¢oziildii. Uzerine 0.1 ml
metil oranj reaktif ¢ozeltisi (116) ilave edilip, ayarli 0.02 N siilflirik asit ¢ozeltisi ile
titre edildi. Ekivalans noktasina ulasan c¢ozelti dikkatle isitilarak karbondioksit
ortamdan uzaklastirildi. Sonra kirmizi-sar1 renk tekrar ortaya cikincaya kadar
titrasyona devam edildi.

Iml 0.02 N siilfiirik asit ¢ozeltisi 1.0598 mg susuz sodyum karbonata esdeger
olup, faktor = Teorik sarfiyat/Pratik sarfiyat formiiliinden yararlanilarak hesaplandi

(388).
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123532 0.02 N Sodyum Hidroksit Cozeltisinin Hazirlanmas1 ve
Ayarlanmasi

4.2 g civarinda sodyum hidroksit (Riedel-de Haen) tam olarak tartildi. Birkag
ml kaynatilmis sogutulmus distile su ile 1000 ml lik balon joje i¢inde siiratle
yikanarak karbonatindan kurtardiktan sonra kaynatilmis sogutulmus distile su ile
1000 ml’ye tamamlandi.

Hazirlanmis olan 0.1 N sodyum hidroksit ¢ozeltisinden biiret ile dlgiilerek 200
ml, 1000 ml’lik balonjojeye alind1 ve kaynatilmis sogutulmus distile su ile 1000 ml
ye tamamlandi.

0.02 N sodyum hidroksit ¢ozeltisinin ayarlanmasi i¢in, daha 6nce hazirlanan
ayarlt 0.02 N siilfiirik asit ¢ozeltisinden 25 ml biiret ile Olgiilerek bir erlenmayere
alind1. Uzerine 3 damla metil kirmizis1 karisim reaktif ¢ozeltisi damlatildi. Olusan
kirmizi-viyole renk, yesile doniinceye kadar 0.02 N sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile
titre edildi. Cozeltinin faktori,

25%fifirik asit= Tsodyum hidroksit X t formiiliinden yararlanarak hesapland (388).

t=sarfedilen 0.02 N sodyum hidroksit miktar1 (ml olarak)

1.2.3.6 Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Alkaloitlerin
Miktar Tayini

1.2.3.6.1 Likorin Miktar Tayini

1.2.3.6.1.1 Alkaloit Ekstresinin Hazirlanisi

200 mg civarinda tam olarak tartilan drog, deney tiipiine konuldu. 5 ml % 2’lik
hidroklorik asit ¢ozeltisi ile 5 saat, 40°C de ultrasonik banyoda maserasyona
birakildi. Bu islemden sonra 1 ml derisik amonyak ¢dzeltisi ve 4 ml distile su
konuldu. 5000 rpm de 10 dk santrifiije tabi tutuldu. Ustte kalan siv1 faz baska bir
deney tiipline aktarildi. Distile su ile 10 ml’ye tamamlandi. Bundan 3 ml alinarak
Extrelut-N (Merck) kolonuna yiiklenerek 10 dk bekletildi. 10. dakikadan sonra
Extrelut-N igerisinden kloroform gegirmek (3x15 ml) suretiyle eliie edildi.

Kloroformlu ¢ozelti vakumda kuruluga kadar distillendi.
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1.2.3.6.1.2 Ornek Cozeltilerin Hazirlamisi

200 mg drogdan hareketle ekstraksiyonu yapilan CTU, CTA, MTU, MTA
kodlu orneklere ait alkaloit ekstreleri, 1 ml % 0.1°1ik TFA (Trifloroasetik asit)’l1 suda
¢ozildi. Elde edilen ¢ozeltiler filtreden (Sem Concept Syringe 100x13 mm, 0.45um)

stiztildii.

1.2.3.6.1.3 Standart Likorin Cozeltisinin Hazirlanisi
2 mg saf likorin 6rnegi, bir balon jojede 5 ml % 0.1 TFA (Trifloroasetik asit)’li
suda ¢oziindiiriildii. Cozelti Sem Concept Syringe 13mm, 0.45 p filtreden siizildii.

1.2.3.6.1.4 Standart Likorine Ait Ol¢ii Egrisinin Hazirlanmasi

Standart likorin ¢ozeltisinden 20ug/ml, 10pg/ml, Spg/ml, 2.5pg/ml, 1.25pg/ml,
olmak iizere bes diliisyon hazirlandi. Her birinden 3’er defa 20 pl uygulanarak, alan
degerleri 6l¢iildii. Alinan sonuglar dogrultusunda, uygulanan miktara karst okunan

alan1 gosteren bir 6l¢ii egrisi hazirlandi.

1.2.3.6.1.5 Standart Galantamin Cozeltisinin Hazirlanisi
2 mg saf galantamin 6rnegi, bir balon jojede 5 ml % 0.1 TFA (Trifloroasetik
asit)’li suda ¢oziindiiriildii. Cozelti Sem Concept Syringe 13 mm, 0.45 p filtreden

stzuldi.

1.2.3.6.1.6 Standart Galantamine Ait Olcii Egrisinin Hazirlanmasi

Standart galantamin ¢o6zeltisinden 40pg/ml, 20ug/ml, 10pg/ml, Spg/ml,
2.5pug/ml, olmak ftizere bes dillisyon hazirlandi. Her birinden 3’er defa 20 pl
uygulanarak, alan degerleri 6l¢iildii. Alman sonuglar dogrultusunda, uygulanan

miktara kars1 okunan alan seklinde, galantamine ait 6l¢li egrisi hazirlandi.

1.2.3.6.1.7 Deneyin Yapihis1

Miktar tayini i¢in eksternal standart yontemi kullanildi. Hazirlanan
cozeltilerden 20 pl lik uygulamalar Hamilton enjektor yardimiyla yapildi. Okunan
alan degerine karsilik gelen miktarlar egriden yararlanilarak hesaplandi. Likorin ve

galantamin miktar tayini sonuglart kuru drog iizerinden % miktar olarak tespit edildi.
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Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) analiz sartlart:
Cihaz: Hewlett Packard 1100

Kolon: Hichrom C18 (250mm X 4.6mm ID)

Mobil Faz: TFA-su-asetonitril (0.01 : 90 : 10)

Akis Hizt: 1 ml/dk

Dedektor: DAD Agilent Technologies 1200

Dalga Boyu: 290 nm

Kolon Sicakligi: 25° C

1.3. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (GC-MS) Yontemiyle
Drogun Icerdigi Alkaloitlerin Tespiti

1.3.1. Gerec¢

Galanthus fosteri bitkisi ornekleri, 28.03.2012 tarihinde ¢igekli halde iken,
01.04.2013 tarihinde ise meyveli iken, Amasya ili, Ziyaret beldesi, Adatepe
mevkisinden toplanarak gaz kromatografisi-kiitle spektroskopisi  (GC-MS)
caligmalarinda kullanilmistir. Bitkiye ait herbaryum &rnekleri Ege Universitesi,
Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali Herbaryumunda 1516 ve 1525
numaralari altinda saklanmaktadir.

Taze bitkinin toprak istli ve toprak alti kisimlar1 gozle goriilebilen biitiin
yabanct maddelerinden ayiklanarak temizlendikten sonra, orta incelikte parcalar
olacak sekilde dogranip, gdlgede, oda sicakliginda kurutularak, Herba Galanthi ve
Bulbus Galanthi 6rneklerini hazirlandi. Kurutma isi tamamlandiktan sonra tiim
ornekler Retsch GmbH SK 1 marka elektrikli degirmende ince toz (elek ¢ap1 1mm)
haline getirilmistir.

Bitkinin ¢icekli ve meyveli donemlerinde toplanip kurutulmus orneklerden,
cicekli haldeki bitkiden hazirlanan Herba Galanthi 6rneklerine CTU, ayn1 donemdeki
Bulbus Galanthi 6rneklerine CTA, meyveli haldeki bitkiden hazirlanan Herba
Galanthi 6rneklerine MTU, aym dénemdeki Bulbus Galanthi &rneklerine MTA
kodlar1 verilmistir.

1.3.2. Yontem

Alkaloit ekstresinin hazirlanis1 ve kullanilan yontem igin literatiir aragtirmast
yapilmis (268), bitkiye ait en uygun sonuglari elde etmek i¢in bazi modifikasyonlarin

yapilmasi uygun goriilmiistiir.
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1.3.2.1. Alkaloit Ekstresinin Hazirlanisi

Toz drog 6rneginden 500 mg tartilip, iizerine metanol eklenerek 30 dk siireyle
ultrasonik banyoda bekletilir. Bu islemin ardindan metanollii ¢ozelti siiziilerek alinir,
kalan bakiye lizerine tekrar metanol eklemek suretiyle ayni islem iki kez daha
tekrarlanir. Ele gegen metanollii ¢ozeltiler algcak basing altinda ucgurularak, kalan
bakiye % 2'lik siilfiirik asit ¢ozeltisi ile ¢ozlindirilip, stiziilir. Ayni islem iki kez
daha tekrarlanip asitli kisimlar birlestirilir. Asitli ¢ozelti dietil eterle sivi-sivi
ekstraksiyona tabi tutulur. Eterli kisim uzaklastirildiktan sonra asitli ¢ozelti iizerine
derigsik amonyak ¢ozeltisi ilave edilerek pH 9-10 olacak sekilde baziklestirilir. Kalevi
¢Ozelti kloroformla ii¢ kez ckstre edilerek kloroformlu kisimlar birlestirilir, susuz
sodyum siilfatla icermesi muhtemel suyundan kurtarilir ve kloroformlu ¢dzelti algak

basing altinda distillenir. Boylece alkaloit ekstresi elde edilmis olur.

1.3.2.2. Uygulamanin Yapihisi
Hazirlanan alkaloit ekstresi metanol i¢inde, uygun oldugu belirlenen

konsantrasyonda gaz kromatografisi-kiitle spektrometresine uygulanir.

1.3.3. Deney

1.3.3.1. Alkaloit Ekstresinin Hazirlanisi

CTU, CTA, MTU ve MTA kodlu érneklerin her birinden 500 mg tartildi. Drog
tizerine 5 ml metanol eklenerek 30 dk siireyle ultrasonik banyoda bekletildi. Bu
isleminin ardindan metanollii ¢ozelti siiziilerek alindi. Bakiye iizerine tekrar 5 ml
metanol eklemek suretiyle bu islemler toplam 3 kez tekrarlandi. Birlestirilen
metanollii ¢ozeltiler algak basing altinda kuruluga kadar distillenip, kalan bakiye 10
ml % 2'lik siilfiirik asit ¢cozeltisi ile ¢oziindiiriiliip, stiziildi. Ayni islem 2 kez daha
tekrarlanip asitli kisimlar birlestirildi. Asitli ¢ozelti 3x10 ml dietil eterle sivi-sivi
ekstraksiyona tabi tutuldu. Eterli kisimlar toplanarak uzaklastirildi. Bu asamadan
sonra asitli ¢ozelti izerine derisik amonyak ¢ozeltisi ilave edilerek pH 9-10 olacak
sekilde ayarlandi. Kalevi ¢ozelti 3x10 ml kloroformla ekstre edilerek kloroformlu
kisimlar birlestirilip, bir miktar susuz sodyum siilfat ilave edilip suyundan kurtarilip,

algak basing altinda kuruluga kadar distillendi. Boylece alkaloit ekstresi elde edildi.
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1.3.3.2. Deneyin Yapihisi

CTU, CTA, MTU ve MTA kodlu 6rneklerden yukarida tarif edildigi sekilde
elde edilen total alkaloit ekstreleri 5 mg/250 ul konsantrasyonda olacak sekilde
metanolde ¢oziilerek gaz kromatografisi-kiitle spektrometresine uygulanmuistir.
Alkaloitlerin teshisi NIST MS Search 2.0 veritaban1 (National Institute of
Standardization and Technology, Gaithersburg, MD, USA), literatiir bilgileri ve daha
once saf olarak elde edilip yapis1 aydinlatilan maddelere ait kiitle spektrumlarinda
yer alan karakteristik parcalanmalar g6z oniinde bulundurularak gergeklestirilmistir.

Cihaz: Thermo GC-TraceUltra Ver: 2.0., Thermo MS DSQ Il (Thermo Fisher
Scientific, San Jose, CA, USA)

Mod: EI (70 eV)

Kolon: A TR-5 MS column (30m x 0.25mm x 0.25um)

Kolon Sicaklik Programi: 80°C 1dk, 80-250°C arasi 10°C/dk artis, 250°C 2 dk
sabit, 250°C-300°C aras1 10°C/dk artis ve 300°C 10 dk sabit

Enjektor Sicakligi: 250°C

Tasiyict Gaz: Helyum

Akis Hizi: 0.8 ml /dk

1.4. Biyolojik Aktivite Rehberliginde Izolasyon ve Yap:1 Aydinlatma
Cahismalan

1.4.1. Materyal

Galanthus fosteri bitkisi 28.03.2012 tarihinde ¢ic¢ekli halde iken, 01.04.2013
tarihinde ise meyveli iken, Amasya ili, Ziyaret beldesi Adatepe mevkisinden
izolasyon ¢alismalarinda kullanilmak tizere toplanmistir.

Bitkisel materyali hazirlamak i¢in, gozle goriilen biitiin yabanci maddelerinden
temizlendikten sonra, toprak alt1 ve toprak tistii kisimlar ayrilarak uygun biiyiikliikte
olacak sekilde dogranmis ve gdlgede, oda sicakliginda kurutulmustur. Kurutma isi
tamamlandiktan sonra Retsch GmbH SK 1 marka elektrikli degirmende ince toz
(elek ¢ap1 Imm) haline getirilmistir.

Izolasyon c¢alismalarinda, bitkiye ait ¢icekli dénemde toplanan toprak iistii,
toprak alt1 ve meyveli donemde toplanan toprak iistii, toprakalti kisimlarinin tozlari

birlestirilerek kullanilmistir.
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1.4.2. Yontemler

1.4.2.1. Alkaloit Ekstraksiyonu

Orta incelikte toz haline getirilmis materyal, oda sicakliginda % 96'lik etanolle
Mayer ve Dragendorff alkaloit belirteclerine pozitif reaksiyon vermeyinceye kadar
perkolasyon yoOntemiyle tiiketilir. Etanollii ¢ozeltilerin birlestirilip algcak basing
altinda kuruluga kadar distillenmesiyle ele gegen bakiye, % 2'lik hidroklorik asit
¢oOzeltisinde ¢oziindiiriiliir, ¢oziinmeyen kisimlar siizge¢ kagidindan stiziilerek ayrilir.

Bu isleme siiziintii Mayer ve Dragendorft alkaloit belirteclerine olumlu sonug
vermeyinceye kadar devam edilir. Asitli ¢ozeltiler birlestirilerek derisik amonyum
hidroksit ¢ozeltisiyle pH 9-10 olacak sekilde baziklestirilir. Elde edilen alkali ¢ozelti
kloroformla Mayer ve Dragendorff alkaloit belirteclerine karsi olumlu sonug
vermeyinceye kadar tiiketilir. Kloroformlu kisimlar birlestirilir. Susuz sodyum
siilfatla suyundan kurtarilarak = siiziiliir. Kloroformun algak basing altinda

distillenmesiyle total alkaloit ekstresi elde edilmis olur.

1.4.2.2. Alkaloitlerin Ince Tabaka Kromatografisi ile (I.T.K.) incelenmesi

[.T.K. yonteminden, siitun kromatografisi ¢alismalar1 sirasinda elde edilen
fraksiyonlarin benzer olanlarinin birlestirilmesi, preparatif ince tabaka ve vakum
uygulamali preparatif siitun kromatografileri i¢in uygun c¢oziicli sistemlerinin
gelistirilmesi ve izole edilen bilesiklerin safliklarinin kontrolii i¢in yararlanilmistir.

Oda sicakliginda gerceklestirilen I.T.K. ¢alismalarinda 20x20 ¢cm boyutlarinda,
0.25 mm kalinliginda silikajel 60 Fyss (Merck 5715) ile kaplanmig hazir cam
kromatografi plaklart kullamilmistir. Ornekler kromatografi plaklarina deneysel
olarak saptanmis uygun konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri halinde uygulanmis ve

plaklar deneysel olarak saptanmis ¢6ziicii sistemlerinde (Tablo 9) yiikseltilmislerdir.
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Coziicii Sistemi

n-Hekzan-Benzen-Kloroform-Metanol-Asetonitril (6:10:2:1:1)

n-Hekzan-Benzen-Kloroform-Metanol-Asetonitril (1:4:3:1:1)

Benzen-Kloroform-Metanol (7:2:1 Amonyak buhariyla doyuruldu)

IV |n-Hekzan-Kloroform-Metanol (5:14:1 ; Amonyak buhariyla doyuruldu)
V  |n-Hekzan-Kloroform-Metanol-Amonyum Hidroksit (%26) (4:5:1:1 damla)
VI  |n-Hekzan-Kloroform-Metanol-Amonyum Hidroksit (%26) (2:6.5:1.5:1 damla)
VIl |Kloroform-Metanol (19-1; Amonyak buhariyla doyuruldu)
VIl |n-Hekzan-Kloroform-Metanol-Amonyum Hidroksit (%626) (12:7:1:2 damla)
IX |n-Hekzan-Kloroform-Metanol-Amonyum Hidroksit (%26) (3:6:1:1 damla)
X |n-Hekzan-Benzen-Kloroform-Metanol (2:5:2:1 Amonyak buhariyla doyuruldu)
X1 |Benzen-Etil asetat-Metanol-Asetonitril (12:6:1:1 Amonyak buhariyla doyuruldu)
Xl |n-Hekzan-Kloroform-Metanol-Amonyum Hidroksit (%26) (7:12:1:2 damla)
X  |n-Hekzan-Kloroform-Metanol-Amonyum Hidroksit (%26) (1:8:1:1 damla)
XIV |Benzen-Kloroform-MetanolAsetonitril (14:4:1:1)
xVv [n-Hekzan-Kloroform-Metanol-Asetonitril-Amonyum Hidroksit (%26) (10:8:1:1:2
damla)
XV| [n-Hekzan-Kloroform-Metanol-Asetonitril-Amonyum Hidroksit (%26) (3:5:1:1:1
damla)
XVII  [Kloroform-Metanol (8:2)
XVIII |Benzen-Kloroform-Metanol-Asetonitril (6:2:1:1)
XIX  |Klororoform-Metanol-Asetonitril-Amonyum Hidroksit (%26) (17:2:1:4 damla)
XX |Benzen-Etil asetat-Asetonitril-Metanol-Amonyum Hidroksit (%26) (6:4:8:1:1)

Tablo 9. LTXK., Preparatif L.T.K. ve Preparatif Siitun Kromatografilerinde

Yararlanilan Coziicii Sistemleri

1.4.2.3. Alkaloitlerin Saflastirilmalar:

Bu amagla siitun kromatografisi, preparatif vakumlu siitun kromatografisi ve

preparatif ince tabaka kromatografisi yontemlerinden ve gerektiginde kristallendirme

islemlerinden yararlanilmistir.
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1.4.2.3.1. Siitun Kromatografisi

Hazirlanan total alkaloit ekstresinin fraksiyonlandirilmasinda ve elde edilen
ana fraksiyonlarin daha ileri fraksiyonlandirma islemlerinde, siitun kromatografisi
yonteminden faydalanilmistir. Adsorban olarak, total alkaloit ekstresinden ana
fraksiyonlarin elde edilmesinde silika jel 60 (70-230 Mesh) (Merck 7734) ve bu
fraksiyonlarin daha ileri ayriminda kullanilan preparatif siitun kromatografisi
caligmalarinda silika jel H (Type 60) (5-40 um) (Merck 7736) kullanilmistir.
Fraksiyonlandirilacak ekstrelerin 1 gh igin yaklasik 35-40 g adsorban ve bu
miktarlara uygun boyutlarda silindirik cam siitunlar kullanilmistir. Gerektiginde
vakum uygulanabilecek sekilde imal edilmis cam siitunlardan da yararlanilmistir.
Oncelikle siituna uygulanacak olan ekstrenin yogun ¢ozeltisi bir miktar adsorban
lizerine eklenmis, ara sira karistirilip bekletilerek ¢oziiciisii uzaklastirilmistir. Bu
sekilde elde edilen toz halindeki ekstre ile kaplanmus silikajel siituna ilave edilmis ve
eliisyon yapilmistir. Total alkaloit ekstresinden ana fraksiyonlarin elde edilmesi i¢in

kullanilan ¢6ziicii sistemleri Tablo 10'da verilmistir.

No Coziicii sistemi
XXI Kloroform
XXI11 Kloroform: Metanol (98:1)
XX Kloroform: Metanol (98:2)
XXIV Kloroform: Metanol (95:5)
XXV Kloroform: Metanol (92.5:7.5)
XXVI Kloroform: Metanol (90:10)
XXVII Kloroform: Metanol (85:15)
XVIII Kloroform: Metanol (80:20)
XXVIII Kloroform: Metanol (70:30) + %1 NH,OH

Tablo 10. Ana Fraksiyonlarin Elde Edilmesinde Kullanilan Coziicii Sistemleri

1.4.2.3.2. Preparatif ince Tabaka Kromatografisi
Preparatif ince tabaka kromatografisinde, 0.25 mm adsorban tabakasi

kalinliginda, 20x20 cm boyutlarinda silika jel 60 Fas4 (Merck 5715) ile kaplanmis ve
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0.50 mm adsorban tabakasi kalinliginda, 20x20 cm boyutlarindaki silika jel 60 Fjs4
(Merck 5744) ile kaplanmis hazir cam plaklar kullanilmistir. On denemeler sonucu
uygun oldugu saptanan cesitli ¢oziicii sistemleri kullanilmistir. Coziicli sistemleri
plaklarda tek developman yapildiginda 17 cm, ardi ardina iki developman
yapildiginda ise dnce 15 cm ve sonra 18 cm olacak sekilde yiikseltilmistir. Bantlar,
254 nm ve 366 nm dalga boylarindaki UV 1s1k altinda incelenerek ve Dragendorff
alkaloit belirtecini plagin ¢ok ince bir kismina piiskiirterek tespit edilmistir. Plaktan
kazimak suretiyle alinan bantlar kloroform-metanol (8:2) ¢oziicii karisimiyla eliie
edilmistir. Algak basing altinda distilasyonla ¢oziicli uzaklastirilarak bilesikler amorf
halde elde edilmistir. Bunu takiben gerektiginde kristalizasyon islemi de

uygulanmustir.

1.4.2.4. Saf Halde Elde Edilen Bilesiklerin Tanimlanmasi

Kromatografik olarak saf halde elde edilen bilesiklerin yapilarinin
aydinlatilmasinda gesitli spektroskopik yontemlerden [UV, IR, 1D NMR (*H, Be),
2D NMR (COSY, NOESY, HMBC, HSQC), LC-ESIMS, HR-ESIMS, CD]
faydalanilmistir. Ayrica bilesiklerin spesifik optik ¢evirmeleri de ([a]D) 6l¢lilmiistiir.
Verilerin degerlendirilmesinde mevcut literatiir bilgilerinden de yararlanilmistir. Elde
edilen saf maddelerin yapilarinin aydmlatilmas: i¢in yararlanilan analitik
yontemlerde kullanilan cihazlara ait teknik bilgiler asagida yer almaktadir.

Optik Cevirme: Bilesiklerin optik ¢evirmelerinin 6l¢iilmesinde Perkin-Elmer
341 polarimetrelerinden yararlanilmistir.

UV Spektrumlari: Bilesiklerin UV spektrumlart 1 cm’lik kuvarz kiivetlerde
metanoldeki % 0.01’lik ¢ozeltilerinde, Thermo Evolution Array marka UV-visible
spektrometresi kullanilarak alinmastir.

IR Spektrumlari: Bilesiklerin IR spektrumlari, metanolde 0.5 mg/ml
konsantrasyonda olacak sekilde, potasyum kloriir disk kullanilarak Perkin Elmer
Spectrum 100 FT-IR spektrometresinde alinmistir.

NMR Spektrumlari: Bilesiklere ait *H ve **C NMR ve 2D NMR spektrumlari
(*H, 'H COSY, NOESY, HSQC, HMBC) MERCURYplus-AS 400 model NMR

spektrometresinde CDCl3 veya CD30D ¢oziiciileri igerisinde alinmustir.
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Kiitle spektrumlart: ESI kiitle spektrumlart LC-MS-MS Thermo Scientific TSQ
Quantum Access max spektrometresinde, HR-ESIMS kiitle spektrumlari Thermo
Scientific Orbitrap Elite spektrometresinde alinmistir.

CD Spektrumlari: Bilesiklerin CD spektrumlari 1 mg/ml konsantrasyonda

metanol igerisinde Jasco-J-810 spektrofotometresinde alinmistir.

1.4.2.5. Biyolojik Aktivite Tayini

Asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibitor aktivitelerin tayini, elde
edilen ana fraksiyonlar iizerinde ve elde edilen saf maddeler ilizerinde mikroplaka
deneyi (226, 256, 263) kullanilarak tayin edilmistir. In vitro Ellman yontemi her iki
denemenin esasii olusturmaktadir (254). Mikroplaka deneyinde enzimin, substratla
(asetiltiyokolin ve butiriltiyokolin) etkilesmesi sonucunda olusan tiyokolin, Ellman
reaktifi olarak bilinen 5,5'-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile tepkimeye
girerek 2-nitrobenzoat-5-merkaptotiyokolin ve sart renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat

olusturmaktadir.

1.4.2.5.1. Mikroplaka Deneyi ile Antikolinesteraz inhibitér Aktivite Tayini

Mikroplaka deneyi, saf halde elde edilen bilesiklerin ve ana fraksiyonlarin
asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz enzimini inhibe edici potansiyellerini, Ellman
yonteminden yararlanarak kantitatif olarak Olgmek amaciyla kullanilmistir.
Metanolde ¢oziilen bilesiklerin uygun konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanmis ve
absorbanslar1 405 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu yardimiyla 6l¢iilmiis ve
bilesiklerin ICsg degerleri hesaplanmistir. Cozeltilerin renklenme (sar1 renk) siddeti

ne kadar diisiikse inhibisyonun derecesi o kadar fazla olmaktadir.

1.4.3. Deneyler

1.4.3.1. Total Alkaloit Ekstresinin Hazirlanmas

Uygun incelikte toz haline getirilmis 6 kg materyal, oda sicakliginda % 96'lik
etanol ile perkolasyona tabi tutularak tiikketme sivis1 Dragendorff ve Mayer alkaloit
belirtecleriyle reaksiyon vermeyinceye kadar toplam 140 litre etanol kullanilarak
devam edildi. Ele gecen etanollii kisimlar alcak basing altinda kuruluga kadar
distillendi ve boylece total alkol ekstresi hazirlandi. Bakiye once % 2'lik hidroklorik

asit ¢ozeltisiyle sicak su banyosunda (40-50°C) ¢éziindiiriildii. Daha sonra sogutma
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islemi uygulayarak regine v.b. asitte ¢oziinmeyen kisimlar katilagtirilip siizgeg
kagidindan siiziilerek uzaklastirildi. Bu isleme asitli sulu ¢dzelti Dragendorff ve
Mayer alkaloit belirtegleriyle reaksiyon vermeyinceye kadar devam edildi. Bu
sekilde elde edilen asitli sulu kisimlar birlestirilip, % 26'lik amonyum hidroksit
cozeltisiyle pH 9-10 olacak sekilde kalevilendirildi. Ele ge¢en bu sulu alkali ¢ozelti
kloroformla yine Dragendorff ve Mayer alkaloit belirtecleriyle reaksiyon
vermeyinceye kadar ekstraksiyona tabi tutuldu. Kloroformlu kisimlar birlestirilip,
susuz sodyum siilfatla suyundan kurtarilip siiziildii. Kloroform alg¢ak basing altinda
kuruluga kadar distillendi. Bakiye desikatorde sabit vezne gelinceye kadar bekletilip,
tartildi. 12.280 g agirliginda % 0.221 verimle total alkaloit ekstresi elde edildi.

1.4.3.2. Total Alkaloit Ekstresi Uzerinde Fraksiyonlandirma Calismalar

Silika jel 60 (70-230 Mesh) (Merck)'den 420 g tartildi ve 1200 ml XXI No'lu
¢oziicli sistemiyle siispansiyon haline getirildikten sonra 6.5 cm ¢apli cam siituna
yiiklendi. 12.280 g total alkaloit ekstresi kloroform-metanol (8:2) karisiminda
¢oziiliip, 25 g silika jel 60 (70-230 Mesh) (Merck)'e adsorbe edildi. Karisim oda
sicakliginda ara sira kanstirilarak ¢oziiciisii uzaklastirildi. Geriye kalan bakiye
desikatorde kurutuldu. Bu sekilde hazirlanan ekstre-adsorban karisimi daha 6nceden
silika jel yiiklenerek hazirlanan siituna ilave edildi. XXI No'lu ¢oziicii sistemiyle
giindiiz dakikada 120 damla, gece ise 15-20 damla akis hizinda oda sicakliginda, her
fraksiyon 500 ml olacak sekilde eliisyon gergeklestirildi. Alkaloit lekelerinin
[.T.K.'da goriilen nitelik ve miktarlarma gore eliisyon ¢dzeltisinin polaritesi belirli
oranlarda metanol eklenerek (%1, % 2, % 5, % 7.5, %10, % 15, % 20, % 30 + % 1
NH4OH) kademeli olarak artirildi. Elde edilen her fraksiyon {izerinde uygun ¢oziicii
sistemleriyle I.T.K yapildi. Kromatogramlar UV lambas1 altinda 254 ve 366 nm
dalga boyundaki UV 151k altinda incelendi. Ayrica Dragendorff alkaloit belirteci
puskiirtiilerek alkaloidal 6zellikli bilesiklerin saptanmasina ¢alisildi. Ayni Rg
degerinde lekelere sahip olan ve alkaloit igerikleri bakimindan yakin 6zellik gosteren
fraksiyonlar birlestirildi, algak basing altinda ¢oziiclisiinden kurtarildi, sabit agirliga
gelinceye kadar desikatorde bekletildi ve tartildi. Bu sekilde elde edilen ana
fraksiyonlara verilen kodlar, eliisyon i¢in kullanilan ¢6ziicii sistemleri ve ana

fraksiyonlarin agirliklar: Tablo 11'de gosterilmistir.
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Fr. No Ana Fr. Kodu | Coziicii Sistemi Miktar (g)
1-11 A XXI 0.9670
12 B XXI 0.3868
13-17 C XXI 0.8499
18 D XXI 0.0788
19-25 E XXI 0.2514
26-29 F XXI 0.0568
30-33 G XXII 0.6586
34 H XXII 0.0083
35-39 | XXII 0.6268
40-43 J XXII 0.2840
44-47 K XXII 0.1270
48-52 L XX 0.1073
53-55 M XX 0.1425
56 N XXIII 0.0673
57-66 0] XXH-XXIV 1.1712
67 P XXIV 0.5216
68-72 R XXIV 1.6344
73-79 S XXIV-XXV 0.6842
80-85 T XXV 0.6613
86-98 U XXV-XXVI 0.4565
98-122 V XVIHI-XXVIII 0.6009

Tablo 11. Total Alkaloit Ekstresinin Ana Fraksiyonlar1 Hakkinda Deneysel Veriler

1.3.4.4. Biyolojik Olarak Aktif Olan Fraksiyonlarin Cahsilmasi

1.3.4.4.1. B Kodlu Ana Fraksiyon Uzerinde Cahsmalar

Dragendorff belirteciyle alkaloit yapida bilesik icerdigi tespit edilen, biyolojik
olarak aktif B kodlu ana fraksiyon, muhtelif kirliliklerini temizlemek ve mevcut
alkaloitlerini izole etmek amaciyla oncelikle preparatif siitun kromatografisine tabi

tutuldu. Coziicii sistemi olarak, B kodlu ana fraksiyonu en iyi ayirdigi L.T.K. ile
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saptanmis olan I No’lu ¢6ziicti sistemi kullanildi. 40 g silika jel H (Type 60) (5-40
pm) (Merck) I No’lu ¢oziicii karisimiyla (180 ml) siispansiyon haline getirilip, 3.5
cm ¢apinda, vakum uygulanabilen cam kromatografi siitununa dolduruldu. 0.3868 g
agirhigindaki fraksiyon yeterli miktarda kloroform-metanol (8:2) ¢oziicii karisiminda
¢oziindiiriliip 1 g silika jel 60 (70-230 Mesh) adsorbana emdirildi. Ekstre-adsorban
karisimi oda sicakliginda ara sira karistirilarak ¢oziiclisiinden kurtarildi, ardindan
desikatorde bekletilerek sabit agirlifa gelmesi saglandi. Sabit vezne gelen ekstre-
adsorban karisimi siituna yiiklenerek I No’lu ¢6ziicii sistemiyle eliisyona baslandi.
800-900 mbar vakum altinda, dakikada 40-50 damla olacak sekilde eliisyon yapildi.
20 ml’lik fraksiyonlar alindi. I.T.K. kontrollerinden elde edilen sonuclara gore 14.
fraksiyondan sonra II No’lu ¢oziicii sistemiyle eliisyona devam edildilerek, toplam
yirmi bir fraksiyon alinarak eliisyona son verildi. Alinan fraksiyonlarin farkl ¢oziicii
sistemleriyle yapilan I.T.K. denemeleri sonucunda elde edilen plaklar, UV 1s1k
altinda incelendi ve Dragendorff belirteci pliskiirtiildii. Ayn1 R degerine sahip ve
benzer alkaloit lekesi veren fraksiyonlar birlestirildi. Coziicli algak basing altinda
distillendi. Elde edilen ara fraksiyonlar desikatorde sabit agirlifa gelene kadar
bekletildikten sonra tartildi.

B kodlu ana fraksiyonun preparatif siitun kromatografisi yontemiyle
fraksiyonlandirilmasi sonucunda elde edilen ve alkaloit i¢erdigi saptanan 8-10 No’lu
ara fraksiyon (63 mg) mevcut kirliliklerini temizlemek ve alkaloidi izole etmek
amaciyla 20x20 cm boyutlarinda, 0.5 mm kalinliginda iki adet silika gel 60 Fys4
(Merck) ile kaplanmis preparatif 1.T.K. plagna uygulandi. Plaklar III No’lu ¢dziicii
sisteminde bir kez develope edildi. UV 151k altinda incelenerek ve plagin kenarina
cok ince bir kismina Dragendorff alkaloit belirteci piiskiirtiilerek yeri saptanan, 0.41
Rt degerine sahip bant plaktan kazindi. Kloroform-metanol (8:2) ¢6ziicli karisimiyla
eliie edildi. I.T.K. ile kontrollerinde saf oldugu saptanan madde elde edildi. Elde
edilen madde desikatérde bekletilip sabit agirliga gelmesinin ardindan tartildi. 40
mg agirligindaki bu bilesige GF-1 kodu verildi.

Dragendorff alkaloit belirteci alkaloid varligi saptanan 11-13 No’lu ara
fraksiyon (86 mg) mevcut kirliliklerini temizlemek ve alkaloidi izole etmek amaciyla
20x20 cm boyutlarinda, 0.5 mm kalinliginda dort adet silika gel 60 Fass (Merck) ile
kaplanmus preparatif 1.T.K plagina uygulandi. Plaklar IV No’lu ¢dziicii sisteminde

bir kez develope edildi. UV 1s1k altinda incelenerek ve plagin kenarma ¢ok ince bir
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kismina Dragendorff alkaloit belirteci piiskiirtillerek yeri saptanan, 0.57 R; degerine
sahip bant plaktan kazindi. Kloroform-metanol (8:2) ¢oziicii karisimiyla eliie edildi.
I.T.K ile kontrollerinde saf oldugu saptandi. Elde edilen madde desikatdrde bekletilip
sabit agirliga gelmesinin ardindan tartildi. 10 mg agirligindaki bu bilesige GF-2 kodu

verildi.

1.3.4.4.2. E Kodlu Ana Fraksiyon Uzerinde Cahsmalar

Antikolinesteraz aktivite gosteren ve Dragendorff belirteciyle alkaloit yapida
bilesik igerdigi tespit edilen E kodlu ana fraksiyon, muhtelif kirliliklerini temizlemek
ve mevcut alkaloidini izole etmek amaciyla Oncelikle preparatif siitun
kromatografisine tabi tutuldu. I.T.K. ile yapilan 6n ¢alismalar sonucunda E kodlu
fraksiyonda en iyi ayrimi saglayan V No’lu ¢oziicii sistemi kullanildi. 40 g silika jel
H (Type 60) (5-40 um) (Merck) V No’lu ¢oziicii karisimiyla (180 ml) siispansiyon
haline getirilip 3.5 cm ¢apinda, vakum uygulanabilen cam kromatografi siitununa
dolduruldu. 0.2514 g agirligindaki fraksiyon yeterli miktarda Kloroform-metanol
(8:2) ¢oziicii karisiminda ¢oziindiiriiliip, 1 g silika jel 60 (70-230 Mesh) adsorbana
emdirildi. Ekstre-adsorban karigimi oda sicakliginda ara sira karistirilarak ¢oziictiniin
ucmast saglandi. Desikatorde bekletilerek sabit agirliga gelmesi saglanarak ve siituna
ilave edildi. V No’lu ¢oziicii sistemiyle eliisyona baglandi. 800-900 mbar vakum
altinda, dakikada 40-50 damla olacak sekilde eliisyon yapildi. 20 mI’lik fraksiyonlar
alind1. I.T.K. kontrollerinden elde edilen sonuglara gore 14. fraksiyondan sonra VI
No’lu ¢oziicii sistemiyle eliisyona devam edildi. Toplam on dokuz fraksiyon alinarak
eliisyona son verildi. Alinan fraksiyonlarin farkli ¢dziicii sistemleriyle yapilan I.T.K.
calismalar1 sonucu elde edilen plaklar UV 1s1k altinda incelendi ve Dragendorff
belirteci piiskiirtiildii. Ayn1 R¢ degerine sahip ve benzer alkaloit lekesi veren
fraksiyonlar birlestirildi. Coziicii algak basing altinda distillendi. Elde edilen ara
fraksiyonlar desikatorde sabit agirliga gelene kadar bekletildikten sonra tartildu.

Fraksiyonlandirma sonucunda elde edilen ve alkaloit icerdigi saptanan 7-9
No’lu ara fraksiyon (56 mg) mevcut kirliliklerinden temizlemek ve alkaloidi izole
etmek amaciyla 20x20 cm boyutlarinda, 0.5 mm kalinliginda iki adet silika gel 60
F2s4 (Merck) ile kaplanmis hazir kromatografi plagina uygulandi. Plaklar VII No’lu
¢oziicii sisteminde bir kez develope edildi. UV 1s1k altinda incelenerek ve plagin

kenarina c¢ok ince bir kismima Dragendorft alkaloit belirteci piiskiirtiilerek yeri
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saptanan, 0.53 Ry degerine sahip bant plaktan kazindi. Kloroform-metanol (8:2)
¢oziicii karisimryla eliie edildi. Elde edilen bilesigin I.T.K. kontrolleriyle saf oldugu
belirlendi. Desikatorde bekletilip sabit agirliga gelmesinin ardindan tartildi. 13 mg
agirh@indaki bu bilesige GF-3 kodu verildi.

1.3.4.4.3. K-L Kodlu Ana Fraksiyonlar Uzerinde Calismalar

K ve L kodlu ana fraksiyonlarin uygun ¢oziicii sistemleri kullanilarak elde
edilmis I.T.K. plaklari, UV 1s1k altinda incelenerek ve Dragendorff alkaloit belirteci
puskiirtiilerek alkaloidal lekeler saptandi. Saptanan bu lekelerin benzer 6zellik
gostermesi ayrica s6z konusu fraksiyonlarin biyolojik olarak aktif olmalar1 nedeniyle
daha ileri saflagtirma islemleri i¢in bu fraksiyonlarin birlestirilmelerine karar verildi.
Bu iki ana fraksiyonun, birlestirilmesiyle olusturulan 0.411 g agirligindaki K-L kodlu
fraksiyon, vakum uygulamak suretiyle preparatif siitun kromatografisine tabi tutuldu.
L.TK. ile yapilan &n calismalar sonucunda K-L kodlu fraksiyonda en iyi ayrmm
saglayan VIII No’lu ¢6ziicii sistemi kullanildi. 40 g silika jel H (Type 60) (5-40 um)
(Merck) s6z konusu ¢oziicli karisimiyla (180 ml) siispansiyon haline getirilip 3.5 cm
capinda, vakum uygulanabilen cam kromatografi siitununa dolduruldu. Yeterli
miktardaki kloroform-metanol (8:2) ¢6ziici karisiminda ¢oziindiirilmis 0.411 g
agirhgindaki fraksiyon 1 g silika jel 60 (70-230 Mesh) adsorbana emdirildi.
Coziiciiniin oda sicakliginda ugmasi saglandiktan sonra ekstre-adsorban karigimi
desikatorde bekletilerek sabit agirliga gelmesi saglandi ve siituna ilave edildi. VIII
No’lu ¢oziicii sistemiyle eliisyona baslandi. 800-900 mbar vakum altinda, dakikada
40-50 damla olacak sekilde eliisyon yapildi. 20 ml’lik fraksiyonlar alindi. 1.T.K.
kontrollerinden elde edilen sonuglara gore 20. fraksiyondan sonra IX No’lu ¢oziicii
sistemiyle eliisyona devam edildi. Toplam otuz iki fraksiyon alinarak eliisyona son
verildi. Alman fraksiyonlar iizerinde I.T.K. ile ¢esitli denemeler yapilarak benzer
fraksiyonlar birlestirildi. Coziicii algak basing altinda distillendi. Elde edilen ara
fraksiyonlar desikatorde sabit agirliga gelene kadar bekletildikten sonra tartildi.

K-L kodlu ana fraksiyonlarin preparatif siitun kromatografisi yontemiyle
fraksiyonlandirilmasi sonucunda elde edilen ve alkaloit igerdigi saptanan 6-9 No’lu
ara fraksiyon (51 mg) mevcut kirliliklerini temizlemek ve alkaloidi izole etmek
amaciyla 20x20 cm boyutlarinda, 0.5 mm kalinliginda iki adet silika gel 60 Fass
(Merck) ile kaplanmis hazir kromatografi plagina uygulandi. Plaklar X No’lu
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¢oziicii sisteminde bir kez develope edildi. UV 1s1k altinda incelenerek ve plagin
kenarina c¢ok ince bir kismima Dragendorft alkaloit belirteci piiskiirtiilerek yeri
saptanan, 0.49 R degerine sahip bant plaktan kazindi. Kloroform-metanol (8:2)
¢oOziicii karisimiyla eliie edildi. Elde edilen amorf madde desikatérde bekletilip sabit
agirliga gelmesinin ardindan tartildi. 11.9 mg agirligindaki bu bilesige GF-4 kodu

verildi.

1.3.4.4.4. M Kodlu Ana Fraksiyon Uzerinde Cahsmalar

Alkaloit yapida bilesik i¢erdigi Dragendorff belirteciyle tespit edilen, biyolojik
olarak aktif M kodlu ana fraksiyon, muhtelif kirliliklerini temizlemek ve mevcut
alkaloidini izole etmek amaciyla Oncelikle preparatif siitun kromatografisine tabi
tutuldu. Coziicli sistemi olarak en iyi ayrimi saglayan XII No’lu sistem kullanildi. 40
g silika jel H (Type 60) (5-40 um) (Merck) XII No’lu ¢oziicii karigimiyla (180 ml)
siispansiyon haline getirilip 3.5 cm ¢apinda, vakum uygulanabilen cam kromatografi
stitununa dolduruldu. Kloroform-metanol (8:2) ¢oziicii karisiminda ¢oziindiirilmiis
0.1473 g agirhigindaki fraksiyon 1 g silika jel 60 (70-230 Mesh) adsorbana emdirildi.
Ekstre-adsorban karisimi oda sicakliginda ara sira karistirilarak ¢oziiciisiinden
kurtarildi, ardindan desikatoérde bekletilerek sabit agirliga gelmesi saglandi ve siituna
ilave edildi. XII No’lu ¢6ziicii sistemiyle eliisyona baslandi. 800-900 mbar vakum
altinda, dakikada 40-50 damla olacak sekilde eliisyon yapildi. 20 mI’lik fraksiyonlar
alindi. 1.T.K. kontrollerinden elde edilen sonuglara gore 8. fraksiyondan sonra XIII
No’lu ¢oziicii sistemiyle eliisyona devam edildi. Toplam on bir fraksiyon alinarak
eliisyona son verildi. Alman fraksiyonlar iizerinde I.T.K. ile cesitli denemeler
yapilarak benzer fraksiyonlar birlestirildi. Coziicli algak basing altinda distillendi.
Elde edilen ara fraksiyonlar desikatorde sabit agirliga gelene kadar bekletildikten
sonra tartildu.

Alkaloit igerdigi saptanan 9 No’lu ara fraksiyon (14.7 mg) mevcut
kirliliklerinden temizlemek ve alkaloidi izole etmek amaciyla 20x20 cm
boyutlarinda, 0.5 mm kalinliginda bir adet silika gel 60 Fjs4 (Merck) ile kaplanmig
hazir kromatografi plagina uygulandi. Plak XIV No’lu ¢oziicii sisteminde bir kez
develope edildi. UV 151k altinda incelenerek ve plagin kenarma ¢ok ince bir kismina
Dragendorff alkaloit belirteci piiskiirtiilerek yeri saptanan, 0.29 Rt degerine sahip
bant plaktan kazindi. Kloroform-metanol (8:2) ¢dziicii karisimiyla eliie edildi. 1.T.K.
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ile saf oldugu belirlenen madde desikatérde bekletilip, sabit agirliga gelmesinin
ardindan tartildi. 4 mg agirligindaki bu bilesige GF-5 kodu verildi.

1.3.4.4.5. O Kodlu Ana Fraksiyon Uzerinde Cahsmalar

Biyolojik olarak aktif olan ve Dragendorff belirteciyle alkaloit yapida bilesik
icerdigi tespit edilen, O kodlu ana fraksiyon, muhtelif kirliliklerini temizlemek ve
mevcut alkaloidini izole etmek amaciyla oncelikle preparatif siitun kromatografisine
tabi tutuldu. I.T.K. ile yapilan calismalarda, XVI No’lu ¢dziicii sisteminin en iyi
ayrimi sagladigi belirlendi. 40 g silika jel H (Type 60) (5-40 um) (Merck) XVI No’lu
¢oziicli karisimiyla (180 ml) siispansiyon haline getirilip 3.5 cm c¢apinda, vakum
uygulanabilen cam kromatografi siitununa dolduruldu. Kloroform-metanol (8:2)
¢oziicli karisiminda ¢oziindiiriilmiis 1.1712 g agirh@indaki fraksiyon 2.5 g silika jel
60 (70-230 Mesh) adsorbana emdirildi. Ekstre-adsorban karisimi oda sicakliginda ara
sira karigtirilarak ¢oziiciistinden kurtarildi, ardindan desikatdrde bekletilerek sabit
agirhiga gelmesi saglandi ve siituna ilave edildi. XVI No’lu ¢oziicii sistemiyle
elisyona baglandi. 800-900 mbar vakum altinda, dakikada 40-50 damla olacak
sekilde eliisyon yapildi. 20 ml’lik fraksiyonlar alindi. 1.T.K. kontrollerinden elde
edilen sonuglara gore 25. fraksiyondan sonra XVII No’lu ¢6ziicii sistemiyle eliisyona
devam edildi. Toplam 41 fraksiyon alinarak eliisyona son verildi. Alinan fraksiyonlar
iizerinde 1.T.K. ile cesitli denemeler yapildi. Dragendorff belirteci piiskiirtiilerek
alkaloit igeren fraksiyonlar tespit edildi. Benzer fraksiyonlar birlestirilerek c¢oziicii
algak basing altinda distillendi. Elde edilen ara fraksiyonlar desikatorde sabit agirliga
gelene kadar bekletildikten sonra tartildi.

O kodlu ana fraksiyondan elde edilen ve alkaloit igerdigi saptanan 8-10 No’lu
ara fraksiyon (103 mg) mevcut Kirliliklerini temizlemek ve alkaloidi izole etmek
amaciyla 20x20 cm boyutlarinda, 0.5 mm kalinliginda dort adet silika gel 60 Fasy
(Merck) ile kaplanmis hazir kromatografi plagina uygulandi. Plaklar III No’lu
¢oziicii sisteminde bir kez develope edildi. UV 1s1k altinda incelenerek ve plagin
kenarina c¢ok ince bir kismima Dragendorft alkaloit belirteci piiskiirtiilerek yeri
saptanan, 0.55 Ry degerine sahip bant plaktan kazindi. Kloroform-metanol (8:2)
¢oziicii karisimiyla eliie edildi. I.T.K. ile saf oldugu belirlenen bilesik, desikatdrde
bekletilip sabit agirliga gelmesinin ardindan tartildi. 7 mg agirhigindaki bu bilesige
GF-6 kodu verildi.
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Dragendorff alkaloit belirteciyle alkaloid varligi saptanan 21-25 No’lu ara
fraksiyon (42 mg) mevcut kirliliklerini temizlemek ve alkaloidi izole etmek amaciyla
20x20 cm boyutlarinda, 0.5 mm kalinliginda iki adet silika gel 60 Fos4 (Merck) ile
kaplanmis hazir kromatografi plagina uygulandi. Plaklar IV No’lu ¢6ziicli sisteminde
bir kez develope edildi. UV 151k altinda incelenerek ve plagin kenarina ¢ok ince bir
kismina Dragendorff alkaloit belirteci piiskiirtiilerek yeri saptanan, 0.39 Rt degerine
sahip bant plaktan kazindi. Kloroform-metanol (8:2) ¢oziicii karisimiyla eliie edildi.
Elde edilen 4 mg agirhigindaki bilesik, 1.T.K. kontrollerinde saf oldugu belirlendi ve
GF-7 kodu verildi.

Ana bilesen olarak alkaloit yapisinda bir madde icerdigi saptanan 0.410 g
agirhigindaki 26-39 No’lu ara fraksiyonun 1.T.K. ile kontrolii sonucu cesitli kirlilikler
icerdigi goriildiigli icin bu ara fraksiyonun tekrar preparatif siitun kromatografisine
tabi tutulmasia karar verildi. I.T.K. ile yapilan 6n ¢alismalarda XIV No’lu ¢dziicii
sisteminin uygun oldugu belirlendi. Bu amagla 40 g silika jel H (Type 60) (5-40 um)
(Merck) XIV No’lu ¢oziicti karisimiyla (170 ml) slispansiyon haline getirilip 3.5 cm
capinda, vakum uygulanabilen cam kromatografi siitununa dolduruldu. S6z konusu
ara fraksiyon kloroform-metanol (8:2) ¢6ziicti karisimiyla ¢oziindiiriiliip, 1 g silika
jel 60 (70-230 Mesh) adsorbana ilave edildi. Ekstre-adsorban karisimimi oda
sicakliginda karistirmak suretiyle ¢oziiciiniin ugmasi saglandi ve desikatdrde sabit
vezne ulasincaya kadar bekletildi. Karigtm vakum uygulanabilecek sekilde
tasarlanmig cam kromatografi siitununa eklendi. XIV No’lu ¢oziici sistemiyle
eliisyona baslandi. 800-900 mbar vakum altinda, dakikada 40-50 damla olacak
sekilde akis saglanarak 25 ml’lik fraksiyonlar toplandi. Toplam 29 fraksiyon
alinarak eliisyon tamamlandi. Cesitli I.T.K denemeleri yapilarak elde edilen
kromatogramlar UV 151k altinda incelendi ve Dragendorff alkaloit belirteciyle kontrol
edildi. Benzer 6zellik gosteren fraksiyonlar birlestirildi. Coziicii algak basing altinda
distillendi. Elde edilen ara fraksiyonlar desikatorde bekletilerek sabit agirliga
getirildikten sonra tartildi.

Alkaloit icerdigi saptanan 41 mg agirligindaki 12-15 No’lu ara fraksiyon
muhtelif kirliliklerinden kurtarilmak tizere 20x20 cm boyutunda, 0.5 mm kalinliginda
silika gel 60 Fuss (Merck) ile kaplanmis iki tane hazir kromatografi plaklarina
uygulandi. Plaklar VII No’lu ¢6ziicii sisteminde bir kez develope edildi. UV 151k

altinda incelenerek ve daha sonra plagin kenarina ¢ok ince bir kismina Dragendorff
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belirteci piskiirtillerek yeri saptanan, 0.45 R; degerine sahip bant kazind:.
Kloroform-metanol (8:2) ¢oziicii karisimiyla eliie edildi. I.T.K. kontrolleriyle saf

oldugu saptanan 13 mg agirlhigindaki bilesige GF-8 kodu verildi.

1.3.4.4.6. T-U Kodlu Ana Fraksiyonlar Uzerinde Cahsmalar

T ve U kodlu ana fraksiyonlar iizerinde 1.T.K. ile yapilan 6n ¢alismalar
sonucunda, bu iki fraksiyonun benzer 06zellik gosteren alkaloitler igerdikleri
saptanmustir. Biyolojik olarak aktif olan bu iki ana fraksiyonun daha ileri saflastirma
islemleri igin birlestirilmelerine karar verildi. iki ana siitun fraksiyonunun
birlestirilmesiyle olusturulan 1.1178 g agirligindaki T-U kodlu fraksiyon, vakum
uygulamak suretiyle preparatif siitun kromatografisine tabi tutuldu. Coziicii sistemi
olarak, cesitli denemeler sonucunda en uygun ¢oziicii sistemi olduguna karar verilen
XIX No’lu ¢oziicii sistemi kullanildi. 40 g silika jel H (Type 60) (5-40 um) (Merck)
s0z konusu ¢oziicli karisimiyla (170 ml) siispansiyon haline getirilip 3.5 cm ¢apinda,
vakum uygulanabilen cam kromatografi siitununa dolduruldu. Uygun miktardaki
Kloroform-metanol (8:2) ¢oziicli karisiminda ¢oziindiiriilmiis 1.1178 g agirligindaki
fraksiyon 2.5 g silika jel 60 (70-230 Mesh) adsorbana emdirildi. Coziiciiniin oda
sicakliginda ugmast saglandiktan ve bakiyenin desikatdrde sabit agirliga gelinceye
kadar tutulmasinin ardindan madde-adsorban karisimi siituna ilave edildi. VIII No’lu
¢oziicli sistemiyle eliisyona baglandi. 800-900 mbar vakum altinda, dakikada 40-50
damla olacak sekilde eliisyon yapildi. 30 ml’lik fraksiyonlar alindi. Toplam 34
fraksiyon almarak eliisyona son verildi. I.T.K. calismalariyla elde edilen plaklarin
UV 151k altinda incelendi ve Dragendorff belirteci piiskiirtiildii. Benzer 6zellik
gosteren fraksiyonlar birlestirilerek ¢oziicii algak basing altinda distillendi. Elde
edilen ara fraksiyonlar desikatorde sabit agirhiga gelene kadar bekletildikten sonra
tartildi.

Ana bilesen olarak alkaloit yapisinda bir madde igerdigi saptanan 0.380 g
agirh@indaki 12-14 No’lu ara fraksiyonun I.T.K. ile kontrolii sonucu cesitli kirlilikler
icerdigi goriildligli i¢in bu ara fraksiyonun tekrar preparatif siitun kromatografisine
tabi tutulmasia karar verildi. Bu amagla 40 g silika jel H (Type 60) (5-40 pum)
(Merck) XX No’lu ¢oziicli karigimiyla (170 ml) siispansiyon haline getirilip 3.5 cm
capinda, vakum uygulanabilen cam kromatografi siitununa dolduruldu. S6z konusu

ara fraksiyon kloroform-metanol (8:2) ¢6ziicli karisimiyla ¢oziindiiriiliip, 1 g silika
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jel 60 (70-230 Mesh) adsorbana ilave edildi. Ekstre adsorban karisimi once oda
sicakliginda ara sira karistirmak suretiyle c¢oziiciisii uzaklastirildiktan sonra,
desikatorde sabit vezne ulagincaya kadar bekletildi. Karigim vakum uygulanabilecek
sekilde tasarlanmis cam kromatografi siitununa eklendi. XX No’lu ¢oziicii sistemiyle
eliisyona baslandi. 800-900 mbar vakum altinda, dakikada 40-50 damla olacak
sekilde akis saglanarak 25 ml’lik fraksiyonlar toplandi. Toplam 21 fraksiyon
almarak eliisyon tamamlandi. Cesitli I.T.K denemeleri yapilarak elde edilen
kromatogramlar UV 1s1k altinda incelendi ve Dragendorff alkaloit belirteciyle kontrol
edildi. Benzer 6zellik gdsteren fraksiyonlar birlestirildi. Cozlicii algak basing altinda
distillendi. Elde edilen ara fraksiyonlar desikatorde bekletilerek sabit agirliga
getirildikten sonra tartildi. Alkaloit igerdigi saptanan 96 mg agirligindaki 11-15
No’lu ara fraksiyon muhtelif kirliliklerinden kurtarilmak tizere 20x20 cm boyutunda,
0.5 mm kalinliginda silika gel 60 Fzsq (Merck) ile kaplanmis dort tane hazir
kromatografi plaklarina uygulandi. Plaklar XXI No’lu ¢oziicti sisteminde bir kez
develope edildi. UV 11k altinda incelenerek ve daha sonra plagin kenarma ¢ok ince
bir kismina Dragendorff belirteci pskiirtiilerek yeri saptanan, 0.36 ve 0.59 Rf
degerlerine sahip bantlar kazindi. Kloroform-metanol (8:2) ¢oziicii karisgimiyla eliie
edildi. I.T.K. kontrolleriyle saf oldugu saptanan ve amorf halde edilen 10 mg
agirhigindaki bilesige GF-9, 6 mg agirligindaki diger bilesige GF-10 kodu verildi.

1.43.5. Mikroplaka Deneyi ile Saf Maddelerin Antikolinesteraz
Aktivitelerinin Tayini

Saf halde elde edilen bilesiklerin asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz
enzimini inhibe edici etkileri, Ellman yonteminden yararlanarak tayin edildi.
Bilesiklerin metanol i¢inde 0.006-600 pg/ml konsantrasyon araliginda ¢ozeltileri
hazirlandi. Standart olarak ise galantaminin 0.003-300 pg/ml konsantrasyon
araligindaki ¢ozeltileri kullanildi.

Standart ve oOrnek c¢ozeltileri 96 kuyucuklu mikroplakaya uygulandi.
Cozeltilerin absorbanslart 405 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu yardimiyla
Olctildii. Sonugta, bilesiklerin ICsg degerleri GraphPad Prism V3.0 (GraphPad
Software, San Diago, CA) programi kullanilarak hesaplandi.
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III. BOLUM

1. BOTANIK ARASTIRMALARIN BULGULARI

1.1. Anatomik Bulgular

1.1.1. Koke Ait inceleme Ve Bulgular

Kok enine kesitinde distan ige dogru; emici tily, epidermis, korteks
parankimasi, endodermis, periskl, ksilem ve floemden ibarettir (Resim 4).

Kok epidermisi ve bunun altindaki kabuk parankimasi hiicrelerinin ¢eperleri
stiberinleserek ekzodermisi olusturmaktadir. Ekzodermis kokiin sogana yakin
kisimlarinda 2 siralidir. Ekzodermisin i¢ kisimlarindaki korteks parankima hiicreleri,
ince ceperli, hiicre arast bosluklar belirgin, biiyiikk poligonal hiicrelerden
olusmaktadir.

Endodermis hiicreleri ince ¢eperli ve bu hiicrelerdeki kaspari seridi belirgin
olarak goriilmektedir. Endodermisin i¢ kisminda periskl hiicreleri ve bunun ig
kisminda floem, protoksilem ve metaksilemden olusan tetraark iletim demetleri

bulunmaktadir (Resim 5).
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Resim 4. Kok Enine Kesitinin Genel Gortintisti (Kloralhidrat Reaktifi);
a-Emici Ty, b-Epidermis, c-Korteks Parankimasi

Resim 5. Kok Enine Kesiti (Kloralhidrat Reaktifi);

a-Ksilem, b-Floem, c-Periskl, d-Endodermis, e- Korteks Parankimasi
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1.1.2. Sogana Ait inceleme ve Bulgular

Sogan yapraklariin anatomisi yapragin anatomik yapisina benzemektedir. Dig
epidermisin dorsal ¢eperi kalin, ventral ¢eperi biraz ince ve lateral ¢eperinin daha
ince oldugu goriilmektedir. i¢ epidermisin ise dis epidermise gore ceperler biraz daha
incedir.

Sogana ait dis, orta ve i¢ yapraktan alinan enine kesitler karsilastirildiginda
nisasta, soganin dis yapraginda az, i¢ yapraginda bol olarak bulunmaktadir.
Nisastalar genellikle basit, az miktarda ikili ve {i¢li bilesik olup, hiliumlar
ekzantrik, yildiz veya ¢atlak seklindedir (Resim 8).

Iki epidermis arasinda kalan mezofil hiicreleri, dis epidermisten i¢ epidermise
dogru hiicreler biiyiirken, ¢eperleri incelmektedir. Sogan dis yapraklarinda ig
epidermisiin i¢ kisminda yer alan mezofil hiicreleri ezilmis ve sikismis olarak
goriilmektedir. Di1s epidermisin i¢ kisminda, birinci ve ikinci siradaki parenkima
hiicrelerinin arasinda bulunan kiigiik hiicrelerde ve iletim demetini ¢evreleyen bazi

parenkimatik hiicrelerde rafit kristalleri bulunmaktadir (Resim 6).
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Resim 6. Sogan D1g Yaprak Enine Kesiti (Kloralhidrat Reaktifi);

a-I¢ Epidermis, b-Sikismis Mezofil Hiicreleri, c-Ksilem, d-Floem, e-Dis
Epidermis
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Resim 7. Sogan Dis Yaprak Enine Kesiti (Sartur Reaktifi);
a-I¢ Epidermis, b-Sikismis Mezofil Hiicreleri, c-Ksilem, d-Floem, e-Dis
Epidermis, f-Nisastalar

Resim 8. Sogan Dis Yapraginda Nisastalar (Sartur Reaktifi)
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1.1.3. Cicek Durumu Sapina (Skapus) Ait Inceleme ve Bulgular

Cigek durumu sapmi anatomik olarak incelemek amaciyla dip, orta ve ug
kisimlardan enine ve yiizeysel kesitler alinmistir. Enine kesitlere bakildiginda,
skapusun tam yuvarlak degil, hafif ovalimsi oldugu goriilmektedir. Dip kisimlardan
alinan enine kesitlerde, skapusun her iki yaninda belirginlesen ¢ikintinin i¢inde 2-4
adet hiicrenin ¢eperleri kalinlasarak kollenkimayr olusturdugu goézlenmistir.
Epidermis hiicrelerinin kutikulasi skapus boyunca ¢izgili ve incedir. Yapraktaki gibi
epidermis dorsal ¢eper kalin, ventral geper ince, lateral ¢eper ventralden daha incedir
(Resim 9).

Stomalar genellikle mezofitik veya ¢ok hafif kserofitik 6zelliktedir. Alinan
yiizeysel kesitler yaprakla karsilastirlldiginda daha az oranda stoma icerdigi
belirlenmigtir. ~ Kiitikulas1  boyuna ¢izgicikli olan epidermis hiicrelerinin
dikdortgenimsi, uzun hiicreler seklinde ve dort komsu hiicreye sahip stomalarin
kutuplarinda hafif bir kalinlagmanin bulundugu gozlenmistir.

Epidermisin i¢ kisminda kloroplast i¢ceren mezofil hiicreleri distan merkeze
dogru biiylimekte ve ¢eperleri incelmektedir. Bu mezofil hiicreleri arasinda bulunan
hiicre aras1 bosluklar distan merkeze dogru artmaktadir. Orta ve dip kisimlarindan
aliman enine kesitlerde, u¢ kisimlara oranla interselliiler bosluklarin daha fazla
oldugu saptanmistir (Resim 9).

Epidermisin i¢ kisminda yer alan birinci ve ikinci siradaki mezofil hiicreleri
arasinda rafit iceren kiiclik hiicreler bulunmaktadir. Koleteral iletim demetleri

skapusun kalinligina gore 7-11 arasinda degismektedir.
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Resim 9. Cigek Durumu Sap1 Enine Kesitinin Genel Goriiniisti;

a-Epidermis, b-Stoma, c-Mezofil Hiicreleri, d-Interselliiler Bosluk, e-Ksilem, f-
Floem
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Resim 10. Cigek Durum Sap1 Enine Kesitinde Stoma

Resim 11. Cigek Durum Sap1 Yiizeyel Kesiti
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1.1.4. Yapraga Ait Inceleme ve Bulgular

Yapraktan alinan enine kesitte yapragin monofasiyel olup epidermisi ince
kutikula ile ortiilii oldugu goriilmiistiir. Hem iist ve hem de alt epidermis hiicreleri
dikdortgenimsi ve dis yiizeye dogru hafif kubbemsi seklindedir. Ust epidermisin
dorsal ¢eperi kalin, ventral g¢eperi ince, lateral ¢eperi ise ventral ¢epere gore daha
incedir. Alt epidermis hiicreleri de iist epidermis gibidir. Ceper kalinlagsmas1 iist
epidermise gore biraz daha incedir. Anomositik tipteki stomalarin ekseni yaprak
boyuna paralel olup stomanin kutuplarinda stoma ¢eperlerinin biraz daha kalin
oldugu goriilmektedir. Her iki epidermiste de genellikle mezofitik tip az miktarda
kserofitik tip stomalar bulunmaktadir. Alt epidermiste stomalar iist epidermise gore
daha fazladir.

Ust epidermisin i¢ kisminda birinci siradaki palizatik mezofil hiicreleri hafif
yana dogru genis olup bazen yuvarlak sekilli hiicrelerden olugsmaktadir. Bu siranin i¢
kismindakilerde hiicre arasi bosluklar belirgin olup, yuvarlak ve ince c¢eperli
hiicrelerden olusmaktadir. Iki iletim demeti arasinda yer alan bazi hiicreler
pargalanarak, yana dogru genis dikddrgenimsi sekilli hava kanalin1 olusturmaktadir.
Mezofil hiicreleri arasinda yer alan, birinci sira ile ikinci sira arasinda bulunan bazi
hiicrelerde ve iletim demeti etrafinda yer alan mezofil hiicrelerinde rafit kristalleri
bulunmaktadir (Resim 12).

Yaprak yiizeysel kesitinde alt ve {iist epidermis hiicreleri ince, uzun,
dikdortgenimsi sekilde olup c¢eperler ince ve kutikulasi ¢izgilidir. Stoma hiicreleri ise

anomasitik tiptedir (Resim 13-14).
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Resim 12. Yaprak Enine Kesiti;
a-Ust Epidermis, b-Floem, c-Ksilem, d-Hava Kanali, e-Rafit iceren Hiicre, f-
Alt epidermis, g-Stoma, h-Mezofil Hiicresi
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Resim 13. Alt Epidermis Yiizeyel Kesiti

Resim 14. Ust Epidermis Yiizeyel Kesiti
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1.1.5. Spataya Ait Inceleme ve Bulgular

Yaprak anotomik yapisina benzerlik gosteren spata, dis epidermis, mezofil, i¢
epidermis ve iletim demetlerinden olusmaktadir. Yapraga gore sayica az olan
stomalar hafif kserofitik olup, dis epidermis ¢izgili kiitikulayla kapldir. Dig
epidermisin i¢ kisminda bulunan parankimatik hiicreler sikisik ve yanlara dogru
uzamis halde bulunurken, i¢ epidermisin i¢ kismindaki hiicreler yuvarlak, daha
biiyiik ve ¢eperleri daha incedir. Bu ince ¢eperli hiicrelerin parcalanarak iletim
demetleri arasinda hava kanallarini olusturduklar1 goriilmektedir. D1 epidermiste dis
yiizeye dogru hiicreler dikdortgenimsi olup hafif kubbemsi ¢ikinti yapmaktadir
(Resim 16).

Spatanin ortasindan yanlara dogru mezofil hiicrelerinin sayisinda azalma
goriiliirken, baz1 yerlerde i¢ epidermisin i¢ kisminda yer alan ince ceperli mezofil
hiicreleri sikisarak spatayr inceltmektedir. Iki spatanin birlesme yerlerine yakin
yerlerde mezofil hiicreleri bulunmamakta, i¢ epidermis hiicrelerinin dorsal ve ventral
ceperleri incelip birbirine yapisik duruma gelmekte ve kalinlagsmis lateral ceper ise

boncuk dizisi gibi bir goriinim almaktadir (Resim 15).

Resim 15. Spata Enine Kesitinin Genel Goriiniisi;

a-D1s (Abaksial) Epidermis, b-I¢ (Adaksial) Epidermis, c-Spatanin Birlesme
Yeri
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Resim 16. Spata Enine Kesiti;

a-I¢ Epidermis, b-Ksilem, c-Floem, d-Mezofil Hiicresi, e-D1s epidermis

1.1.6. Cicege Ait Incele ve Bulgular

1.1.6.1. Cicek Sapr

Cigek sap1 tipki skapus gibi daire veya oval sekilde olup, hafif girinti ve
cikintilara sahiptir. Distan merkeze dogru epidermis, mezofil hiicreleri ve iletim
demetlerinden olugmaktadir. Mezofil hiicreleri igerisindeki kloroplast miktar1 distan
ice dogru azalmakta, hiicreler ise biiyiimektedir. Epidermis ile iletim demetleri
arasinda kalan bolgedeki mezofil hiicreleri arasindaki hiicre arasi bosluklar ¢ok fazla
genisleyerek yer yer hava kanallarini olugturmaktadir. Parenkimatik doku igerisinde

radyal dizilisli, koleteral, kapali iletim demetleri bulunmaktadir (Resim 17-18).
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Yaprakta oldugu gibi mezofil hiicreleri birinci ve ikinci sira arasinda bulunan

kloroplastsiz hiicrelerde rafit kristallerine rastlanmaktadir.

Resim 17. Cigek Sap1 Enine Kesitinin Genel Goriiniisti;

a-Epidermis, b-Hava Kanali, c-iletim Demeti, d-Parankima Hiicresi
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Resim 18. Cicek Sap1 Enine Kesiti;

a-Epidermis, b-Stoma, c-Hava Kanali, d-Ksilem, e-Floem

Resim 19. Cigek Sap1 Yiizeyel Kesitinde Stomalar
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1.1.6.2. D1s tepal

Genel olarak yaprak anotomik yapisina benzemektedir. Dis epidermis hiicreleri
papilli, kutikulasi ince, papil boyuna paralel ¢izgili, dikdortgenimsi ve c¢eperleri
incedir. ¢ epidermis hiicrelerinin dorsal geperi biraz daha kalin olup, kutikula hafif
cizgilidir. 1ki epidermis arasinda yer alan mezofil hiicreleri ince geperli ve iletim
demetleri arasindaki hava kanallart bulunmaktadir (Resim 20-21).

[letim demetini g¢evreleyen parankimatik hiicrelerin geperleri ince ve bu
parankimatik hiicrelerin epidermise yakin olan bazi hiicrelerinin igerisinde rafit

kristalleri goriilmektedir (Resim 20).

Resim 20.Di1s Tepalin Enine Kesiti;

a-Mezofil Hiicresi, b-Dis Epidermis, c-Hava Kanali, d-Rafit Kristalleri, e-
fletim Demeti, f-i¢ Epidermis
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Resim 21. Dig Tepalin Dig Epidermisinde Papiller

1.1.6.3. i¢ Tepal

Ic tepal, dis tepalde oldugu gibi yaprak anatomisine benzemektedir. I¢
epidermis hiicreleri ince, yanlara dogru uzamis ve noktacikli kutikula ile ortiiliidiir. i¢
tepalin orta ve ug¢ kisimlarinda, dis epidermis hiicreleri kuvvetli papilli ve ince
ceperlidir. Kutikula papiller boyunca ¢izgilidir (Resim 23). Epidermisin i¢ kisminda
yer alan parankima hiicreleri arasinda hiicre arasi bosluklar belirgindir. iki iletim
demeti arasinda hava kanali bulunmaktadir. Yine i¢ ve dis epidermisin birinci ve
ikinci sira hiicreleri arasinda bulunan bazi hiicrelerde rafit kristalleri bulunmaktadir.

Mezofildeki koleteral iletim demetleri belirgin sekilde goriilmektedir (Resim22).
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Resim 22. i¢ Tepalin Enine Kesiti (Dip Kisim);

a-Dis Epidermis, b-iletim Demeti, c-Hava Kanali, d-i¢ Epidermis

Papiller

Resim 23. i¢ Tepalin D1s Epidermisinde Papiller
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1.1.7. Antere Ait inceleme ve Bulgular

Bol miktarda polen goriilen anter enine kesitinde epidermisin dis yiizeye dogru
kuvvetli papilli oldugu gozlenmistir. Papillerin {izerindeki kutikula ince ve boyuna
cizgilidir. Polen keselerini ¢evreleyen endotesyum hiicrelerinin  ¢eperleri
odunlasmigtir. Bu hiicrelerin konnektif doku veya mezofil hiicrelerine temes eden
ceperleri incedir. Anter epidermisi ile endotesyum hiicreleri arasinda yer alan
parankima hiicrelerinin ¢eperleri ince ve bu hiicrelerin sayist konnektif dokudan

yanlara dogru gidildikge azalmaktadir (Resim 24).

Resim 24. Anter Enine Kesitinin Genel Gortiniisii

a-Papiller, b-Polen Kesesi
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B Papiller

Resim 25. Anterde Papiller

1.1.8. Meyvaya Ait inceleme ve Bulgular

Meyva enine kesitlerinde ekzokarp hiicrelerinin dis yiizeyinde ince bir kutikula
bulunmaktadir. Dorsal ceper kalin, ventral ve lateral c¢eper incedir. Ekzokarp
hiicrelerinin altindaki sikistk halde bulunan, bol kloroplast igeren mezokarp
hiicrelerinin ¢eperleri kalin, ancak endokarpa dogru incelmektedir. Ekzokarptan
endokarpa dogru; ekzokarpin i¢ kismidaki mezokarp hiicreleri 6nce yanlara dogru
uzamis, sonra yuvarlak, daha sonra ovalimsi sekil almakta ve hiicre aras1 bosluklar
artmaktadir. Bu bosluklarin artmasina ragmen belirgin hava kanallarina
rastlanmamistir. Eksokarpin i¢ kismindaki birinci ve ikinci sira mezokarp
hiicrelerinin arasinda, kloraplast icermeyen hiicrelerde rafit kristalleri bulunmaktadir.
Stomalar hafif kserofitiktir (Resim 26-27)

Ekzokarp ylizeyel olarak incelendiginde, eksokarp hiicreleri besgen veya
altigenimsi ve hiicre ¢eperleri kalin, stoma ¢evresinde stoma eksenine dikey kutikula
cizgileri goriilmektedir. Stoma komsu hiicreleri dort veya bes olup anomasitik tip

stomadir (Resim 28).
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Resim 26. Meyve Enine Kesitinin Genel Goriinisii;
a-Ekzokarp, b-Mezokarp, c-fletim Demeti, d-Endokarp

Resim 27. Meyve Enine Kesiti;

a-Stoma, b-Rafit Kristalleri
97



Resim 28. Meyve Yiizeyel Kesitte Stomalar

1.1.9. Ovaryuma Ait inceleme ve Bulgular

Ovaryuma ait enine kesitlerde ekzokarpta ¢ok ince bir kiitikula goriilmiistiir.
Ekzokarp hiicreleri dikdortgenimsi olup, dorsal ¢eperi endokarp hiicrelerinin dorsal
¢eperinden daha kalindir. Mezokarp hiicreleri ekzokarptan endokarpa dogru
biiyiimekte ve hiicre arasi bosluklar artmaktadir. Stomalar hafif kserofitik olup,
ekzokarpin i¢ kisminda yer alan birinci ve ikinci sira mezokarp hiicreleri arasindaki
kiigiik yuvarlak hiicrelerin i¢inde rafit kristalleri bulunmaktadir.

Ekzokarp yiizeyel olarak incelendiginde besgen veya altigenimsi hiicrelerden

olugmustur. Stomalar dort veya bes komsu hiicreli anomasitik tiptedir.
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Resim 29. Ovaryum Enine Kesitinin Genel Goriiniisi;

a-Ekzokarp, b- Iletim Demeti c-Mezokarp, d-Stoma, e-Endokarp

Resim 30. Ovaryum Yiizeyel Kesitte Stomalar
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1.2. Mikroskobik Bulgular

1.2.1. CTU Kodlu Drogun Mikroskobik Olarak Incelenmesi

CTU kodlu toz drogun mikroskobik olarak incelenmesinde yapraga ait stomal
ve stomasiz epidermis hiicrelerine, cicege ait papilli anter epidermisine, iletim
demetlerine, rafit kristallerine ve oval sekilde, diiz ekzin zar1 bulunan polenlere

rastlanmaktadir.

Resim 31. fletim Demeti Parcasi

Resim 32. Stomali Epidermis Pargasi
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Resim 33. Mezofil Hiicreleri

Resim 34. Polen Hicreleri
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Resim 35. Papilli Anter Epidermisi Pargas1 (Enine Goriiniis)

Resim 36. Papilli Anter Epidermis Parcas1 (Ustten Goriiniis)
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Resim 37. Rafit Kristalleri

1.2.2. MTU Kodlu Drogun Mikroskobik Olarak Incelenmesi
MTU kodlu toz drogun mikroskobik olarak incelenmesinde; stomalarin daha
bol oldugu alt epidermise, iist epidermise, iletim demetlerine, mezofildeki rafit

kristallerine, meyveye ait ekzokarp ve mezokarp hiicrelerine rastlanmistir.

Resim 38. Ekzokarpta Stoma
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Resim 39. Mezokarpta Rafit Igeren Parenkimatik Hiicreler

1.2.3. CTA ve MTA Kodlu Drogun Mikroskobik Olarak incelenmesi

Cigekli ve meyveli toprak alt1 toz droglarinin incelenmesi sonucunda herhangi
bir farklilik gézlemlenmemistir.. Her iki toz drogun incelenmesi sonucu bol nisasta
iceren sogan yapraklarina ait parenkimatik doku parcalarina, ¢esitli siiberinlesmis
doku pargalarina, rafit kristallerine, iletim demetlerine, emici tiiylere (Resim 51-54),
rastlanmistir (Resim 55). Kurumus sogan dis yapraklart lizerinde gelismis mantar

hifleri de tespit edilmistir.

Resim 40. Siiberinlesmis Doku Pargalari
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Resim 42. Sogan Yapraginda Mantar Hifleri

a: Mantar Hifleri
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Resim 43. Emici Tiiy

Resim 44. Rafit Demetleri
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2. KALITE KONTROL VE MIKTAR TAYINi CALISMALARINA AiT

BULGULAR

2.1. Kurutmada Kayip Miktar Tayini

Avrupa

Farmakopesi ve

Avrupa

Farmakopesi

Adaptasyonu  Tiirk

Farmakopesi’nde (116, 117) verilen yontem kullanilarak CTU, CTA, MTU, MTA

kodlu 6rneklerden ayr1 ayr1 olmak {izere 3 paralel deneme yapilmistir. Bu denemeler

sonucunda elde edilen sonuglar asagida yer almaktadir.

Drog Drog Miktar (g) % Kurutmada Kayip
Miktar:
CTU 1.006 7.9224
CTU 1.011 7.9030
CTU 1.007 7.7800
Ortalama % Kurutmada Kayip Miktar1: 7.8683
CTA 1.022 7.9952
CTA 1.002 8.2235
CTA 1.002 8.3034
Ortalama % Kurutmada Kayip Miktari: 8.1740
MTU 1.003 8.1555
MTU 1.002 8.1736
MTU 1.003 8.2552
Ortalama % Kurutmada Kayip Miktari: 8.1947
MTA 1.004 7.7589
MTA 1.005 7.6417
MTA 1.004 7.6693

Ortalama % Kurutmada Kayip Miktari: 7.6899

Tablo 12. G. fosteri Bitkisinden Hazirlanan Ornekler Uzerinde Yapilan Kurutmada

Kayip Miktar Tayini Sonuglari
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2.2. Total Kiil Miktar Tayini

Avrupa Farmakopesinde ve Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu  Tirk

Farmakopesi’nde (116, 117) verilen yontem kullanilarak CTU, CTA, MTU, MTA
kodlu 6rneklerden ayr1 ayr1 olmak {izere 3 paralel deneme yapilmistir. Bu denemeler

sonucunda elde edilen sonuglar asagida yer almaktadir.

Drog Drog Miktar (g) % Total Kiil Miktar:
CTU 1.003 9.2
CTU 1.005 9.3422
CTU 1.006 9.3936
Ortalama % Total Kiil Miktari: 9.3119
CTA 1.009 15.3419
CTA 1.008 15.85
CTA 1.012 16.1462
Ortalama % Total Kil Miktar1: 15.7713
MTU 1.005 10.9011
MTU 1.009 10.118
MTU 1.006 10.3578
Ortalama % Total Kiil Miktar1: 10.4589
MTA 1.007 14.0715
MTA 1.006 14.2942
MTA 1.008 14.2063

Ortalama % Total Kiil Miktari: 14.1906

Tablo 13. G. fosteri Bitkisinden Hazirlanan Ornekler Uzerinde Yapilan Total Kiil

Miktar Tayini Sonuglar1
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2.3. Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini

Avrupa  Farmakopesinde

Farmakopesi’nden yararlanilarak (116, 117)

Avrupa  Farmakopesi  Adaptasyonu  Tiirk

CTU, CTA, MTU, MTA  kodlu

ornekler iizerinde ayr1 ayr1 olmak iizere ii¢ paralel deney yapildi. Bu deneylerden

elde edilen sonuclar asagida yer almaktadir.

Drog Drog Miktari (g) % Hidroklorik Asitte
Coziinmeyen Kiil Miktar

CTU 1.003 2.2432

CTU 1.003 2.3330

CTU 1.006 2.4055
Ortalama % Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktari: 2.3272

CTA 1.009 4.1427

CTA 1.008 4.2758

CTA 1.012 4.1509
Ortalama % Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktari: 4.1898

MTU 1.005 2.8756

MTU 1.009 2.9236

MTU 1.006 2.7932

Ortalama % Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktari: 2.8641

MTA 1.007 5.1042
MTA 1.006 4.9502
MTA 1.008 5.1686

Ortalama % Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktari: 5.0743

Tablo 14. G. fosteri Bitkisinden Hazirlanan Ornekler Uzerinde Yapilan Hidroklorik

Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini Sonuglari
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2.4. Siilfat Kiilii Miktar Tayini
Avrupa Farmakopesinde ve Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu  Tirk
Farmakopesi’nde (116, 117) verilen yéntem kullanilarak CTU, CTA, MTU, MTA
kodlu 6rneklerden ayr1 ayr1 olmak iizere 3 paralel deneme yapilmis ve bu denemeler

sonucunda elde edilen sonuglar asagida verilmistir.

Drog Drog Miktar (g) % Siilfat Kiilii Miktari
CTU 1.002 11.6966
CTU 1.009 11.8731
CTU 1.011 11.9189
Ortalama % Siilfat Kiilii Miktari: 11.8295
CTA 1.004 17.0418
CTA 1.007 16.9016
CTA 1.004 17.3207
Ortalama % Siilfat Kiili Miktari: 17.0880
MTU 1.005 12.3681
MTU 1.008 12.7083
MTU 1.010 12.4356
Ortalama % Siilfat Kiili Miktari: 12.5040
MTA 1.005 17.0248
MTA 1.008 17.1031
MTA 1.005 17.3233

Ortalama % Siilfat Kiilii Miktari: 17.1504

Tablo 15. G. fosteri Bitkisinden Hazirlanan Ornekler Uzerinde Yapilan Siilfat Kiilii
Miktar Tayini Sonuglar1
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2.5. Total Alkaloit Miktar Tayinine Ait Bulgular

Daha 6nce c¢aligma grubumuz tarafindan Avrupa Farmakopesi’'nde (116) yer
alan drog monografilerinden yararlanarak gelistirilmis yontem kullanilmistir.

Yapilan ¢alismalarda CTU, CTA, MTU, MTA kodlu 6rneklerden ayr1 ayri
olmak iizere 5 paralel deneme yapildi. Sonuglar kuru drog ve galantamin iizerinden

yiizde olarak hesaplanmak suretiyle verilmistir.

Drog Miktari (g) % Total Alkaloit
3.000 0.0431
3.009 0.0429
3.012 0.0431
3.006 0.0430
3.031 0.0426
N Ort. St.Sapma Min. Max.
5 0.04294 0.0002 0.0426 0.0431

Tablo 16. CTU Ornegine Ait Total Alkaloit Miktar Tayini Sonuglari

Drog Miktari (g) % Total Alkaloit
3.011 0.1511
3.023 0.1504
3.008 0.1512
3.012 0.1510
3.005 0.1514
N Ort. St.Sapma Min. Max.
5 0.1510 0.0003 0.1510 |0.1514

Tablo 17. CTA Ornegine Ait Total Alkaloit Miktar Tayini Sonuglari
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Drog Miktar (g) % Total Alkaloit
3.015 0.0674
3.022 0.0672
3.029 0.0671
3.035 0.0670
3.025 0.0672
N Ort. St.Sapma Min. Max.
5 0.06718 0.0001 0.0670 0.0674

Tablo 18. MTU Ornegine Ait Total Alkaloit Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktari (g) % Total Alkaloit
3.024 0.2042
3.004 0.2056
3.015 0.2049
3.009 0.2053
3.026 0.2042
N Ort. St.Sapma Min. Max.
5 |0.20484 0.006 0.2042 0.2056

Tablo 19. MTA Ornegine Ait Total Alkaloit Miktar Tayini Sonuglart

2.6. Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromatografisi ile Likorin ve Galantamin
Miktar Tayini

2.6.1. Likorin Olg¢ii Egrisinin Hazirlanmasi

Likorin miktar tayininde gerekli olan Olgli egrisinin hazirlanmasi igin
uygulanan likorin konsantrasyonlari ve okunan alan degerleri tablo 31 de, likorin
konsantrasyon ve alan degerleri dikkate alarak hazirlanan regresyon denklemi sekil

1°de goriilmektedir.
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Konsanrtasyon (ng/ml)

Okunan Alan Degerleri

18.6997

41.3143

78.2933

155.0537

304.7277

Tablo 20. Uygulanan Likorin Konsantrasyonuna Karst Okunan Alan Degerleri

Alan Desgerleri

350

300

250

200

150

100

50

Likorin Standart Olcii Egrisi

y =15,194x + 1,7495
R?=0,9998

5 10 15 20 25

Konsantrasyon

Sekil 1. Likorin Standart Olgii Egrisi ve Regresyon Denklemi
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Standart olarak kullanilan likorine ait HPLC kromatogrami ve UV spektrumu
sekil 2 ve sekil 3 de yer almaktadir.

DAL A, Sig=200.4 Ref=360,100 (AMARTO0Z114.0)

E
E
c
Al
24

Sekil 2. Standart Likorine Ait HPLC Kromatogrami R=9.724

DAL, 9.770 (40.8 mAL,.Dn1) Ref=4.737 of AMARTODZ115.0

mAl

as |
30
25|

20

Sekil 3. Standart Olarak Kullanilan Likorine Ait UV Spektrumu

2.6.2. Galantamin Olcii Egrisinin Hazirlanmasi

Galantamin  Ol¢i  egrist  hazirlanmas1  i¢in  uygulanan  galantamin
konsantrasyonlar1 ve okunan alan degerleri tablo 32 de ve galantamin konsantrasyon
ve alan degerleri dikkate alinarak hazirlanan regresyon denklemi sekil 4 de

gorilmektedir.
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Konsantrasyon (ug/ml) Okunan Alan Degerleri
2.5 33.5851

5 68.4190

10 126.2761

20 251.6072

40 510.4857

Tablo 21. Uygulanan Galantamin Konsantrasyonuna Kars1 Okunan Alan Degerleri

600

500

400

300

Alan Degerleri

200

100

Galantamin Standart Olcii Egrisi

y=12,685x +1,3715
R?=0,9998

Konsantrasyon

50

Sekil 4. Galantamin Standart Ol¢ii Egrisi ve Regresyon Denklemi

Standart olarak kullanilan galantamine ait HPLC kromatogrami ve UV

spektrumu sekil 5 ve sekil 6 da yer almaktadir.
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DADA A, Sig=200 3 Raf-360.100 CAMARYODZ162 D)

mau -

Sekil 5. Standart Galantamine Ait HPLC Kromatogrami R=13.619

FDADA, 12.279 (105 mAl, 82) Ref=2.912 of AMARYDOZ161.0

mal

Sekil 6. Standart Olarak Kullanilan Galantamine Ait UV Spektrumu

HPLC ile miktar tayini caligmalarinda dedektor olarak DAD (Diode Array
Detector) kullanilmigtir. Standart likorin ve galantamin ile ekstrede teshis edilen
likorin ve galantaminin UV spektrumlar1 karsilastirildiginda, 1000 {izerinden 999
uyum tespit edilmistir. CTA kodlu &rnekte likorin, MTU kodlu ornekte ise
galantamin varlig: tespit edilmistir. CTU ve MTA kodlu érneklerde her iki alkaloit
de bulunmamaktadir. Ekstrelerin HPLC kromotogramlari ve UV spektrumlart sekil
(7-12) de goriilmektedir.
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DADT A, Sig=280.4 Ref=360,100 (AMARYOO3I205 D)
mau ]
140 - k
12D{
100 -
EED{
60—
.
2
N : . 7
E I - B 5 LN AN
2'5 5' 7'5 1:3 12',5 1'5 17'5 Imln
Sekil 7. CTA Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami (Likorin R=9.750)
FDADRT, 974942 (17 6 mal, 82) Ref=9 355 of AMARYOOI07E D
mAl —
15;
14—
12—
10—
B
B
4
=
o
22'0 2200 26‘0 28'0 30'0 32'0 34I|0 36‘0 38'0 nmI
Sekil 8. CTA Ekstresine Ait Likorin Pikinin UV Spektrumu
DAD1 A, Sig=200,4 Ref=260,100 (AMARYOOZ072.D)
man | ]
QUU—E
250E
150—%
g8 % g g 5
o il =2 . 5
2's 5 75 10 125 15 175 20 "min

Sekil 9. MTU Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami (Galantamin R=13.596)
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“DAD, 12462 (58,4 mAl, 22) Ref=-12.208 of AMARTOOZZ05.0

mAl -

£
a0
=0 -

20—

Sekil 10. MTU Ekstresine Ait Galantamin Pikinin UV spektrumu

DAD1 A, 8ig=280 4 Refeoff (AMARY\STD002266.0)

mAl -
20 ~

-
18-

10° - 8 0
: oo N e o o 2 o
B LR oo a ¢ g
o253 A0 L AN e
[ [ [ |
0 10 2 0 4 80 0 min

Sekil 11. CTU Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami

DADY A, Sig=290 4 Ref=360,100 (AMARNDD2043.0)
mAl ¢ P
500-
w
-
200-% N r 2 23
« 4 i : .

0 3 - as

[ | [ [} [ [ I] [
0 2 4 § 8 0 2 1% fmin

Sekil 12. MTA Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami

2.6.3. Ekstrelere Ait Likorin ve Galantamin Miktar Tayini Sonuclar:

Yiiksek basingli sivi kromotografisi (HPLC) ile kuru drog {izerinden ve daha
once belirtilen yontemle hesaplanmis likorin ve galantamin miktar tayini sonuglari
tablolarda verilmistir (Tablo 22-25).
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Drog Drog Miktar: Uygulanan Okunan Alan | % Likorin
(mg) Miktar (ul) Degerleri Miktar:
CTA 200 20 41.5830 0.00437
20 42.8572 0.00409
20 40.1934 0.00421
CTA 200 20 46.2713 0.00488
20 45.8354 0.00483
20 43.2367 0.00455
CTA 200 20 45.8465 0.00483
20 44.6423 0.00470
20 42.8462 0.00451

Tablo 22. CTA Kodlu Ornekte HPLC Yo6ntemiyle Likorin Miktar Tayini Sonuglart

N Ort. St. Sapma Min Max

9 0.00455 0.000285 0.00409 0.00488
Tablo 23. CTA Kodlu Ornekte HPLC Yéntemiyle Likorin Miktar Tayini
Sonuglarinin Istatiksel Olarak Degerlendirilmesi
Drog Drog Miktar1 | Uygulanan Okunan Alan | % Galantamin

(mg) Miktar (ul) Degerleri Miktar
MTU 200 20 84.3548 0.00906
20 85.4659 0.00918
20 83.9785 0.00902
MTU 200 20 79.7943 0.00856
20 80.4746 0.00864
20 78.4563 0.00841
MTU 200 20 81.4634 0.00874
20 82.4756 0.00885
20 82.8462 0.00889

Tablo 24. MTU Kodlu Ornekte HPLC Y6ntemiyle Galantamin Miktar Tayini

Sonuglari
N Ort. St. Sapma Min Max
9 0.00882 0.000252 0.00841 0.00918

Tablo 25. MTU Kodlu Ornekte HPLC Y&ntemiyle Galantamin Miktar Tayini

Sonuglarinin Istatiksel Olarak Degerlendirilmesi
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3. GAZ KROMATOGRAFISI-KUTLE SPEKTROMETRESI (GC-MS)
YONTEMIYLE ALKALOIT TESPIiTI CALISMALARINA AIT BULGULAR

Yapilan deneyler sonucu elde edilen bulgular asagida verilmistir (Tablo 26-29).

Alkaloitin R.Z. M* Karakteristik iyonlar Yiizde Literatiir
Adt dk) | miz (%) miz (%) Miktart .
. 121(2), 107(4), 91(3), 77(7), 333, 347
Hordenin 11.2 165(1) 58(100) 1.86 380 390
C 238(100), 211(6), 196(11), 270, 272
Ismin 20.13 | 257(28) 168(8) 0.16 273 333
5 6-dihidro 238(100), 180(15), 129(65),
! : 21.05 | 239(45) | 113(18), 112(25), 111(27), 0.09 | 270,273
bikolorin 71(37)
270(35), 254(5), 228(37),
Krinin 21.40 | 271(100) | 214(10), 199(26),185(31), 0.13 | 391,392
150(51), 122(54)

! 286(100), 270(14), 244(39), )
Galantamin | 21.64 | 287(80) 230(19), 216(38) 0.21 393-396
O,N-dimetil 180(31), 137(100), 122(6),
norbelladin | 2522 | 393@) | 107(7) 77(7) 148 S

. 266(100), 250(31), 222(16), 270, 272
Assoanin 23.56 | 267(53) 207(36), 193(18). 180(22) 0.05 973
316(10), 298(7), 284(9), 262 272
Galantin 2456 | 317(12) | 268(14), 266(10), 244(13), 0.36 397’
243(85), 242(100)
fnkartin 2510 | 333(30) giigg; 259(72), 258(100), | 9488 | 272, 273
272(54), 271(86), 254(51),
GF-8 25.8 | 331(100) | 242(58), 226(74), 181(66), 6451 |S
115(47)
254(38), 242(48), 229(69),
GF-3 26.28 | 373(42) | 227(66), 226(98), 211(90), 525 |S
181(100)
: 207(43), 155(88), 140(100),
Galvesin 26.78 | 361(12) 112(20). 96(16), 73(20) 0.21 | 192,347
GF-2 29.52 | 347(39) 273(100), 258(68), 207(42), 032 |S

73(16)

Tablo 26. CTU Orneginin GC-MS Yéntemiyle Analizi Sonucu Elde Edilen Bulgular

S: Izolasyon c¢alismasinda elde edilmis olup, GC-MS yontemiyle ilk kez analiz

edilmistir.
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N R.Z. M* Karakteristik iyonlar Yiizde | ... ..
Alkaloitin Adi (dK) miz (%) miz (%) Miktart Literatiir
Hordenin 11.18 | 165(1) | 121(2), 107(4), 91(2), 77(7), |7.40 | 333,347

58(100) 389, 390
fsmin 20.12 | 257(27) | 238(100), 207(24), 196(12), |0.22 | 270, 272
180(12), 83(15) 273, 333
Trisferidin 20.6 | 223(100) | 222(38), 167(11), 138(27), | 0.35 | 270,272
111(19), 69(21) 273
Krinin 21.39 | 271(100) | 270(45), 228(38), 227(25), | 0.27 | 391, 392
199 (25), 150(47), 122(49),
79(36)
Galantamin 21.64 |287(81) |286(100), 270(13), 244(34), | 0.94 | 393-396
230(17), 216(39)
Demetil 22.84 | 273(77) | 202(29), 201(100), 189(67), |9.07 | 270,273
maritidin 175(27), 115(24)
O,N-dimetil 23.18 | 303 180(30), 137(100), 122(6), | 2.37 | S
norbelladin 94(6), 77(6)
11,12didehidro | 24.03 | 249(56) | 248(100), 207(19), 191(16) | 0.67 | 270, 272
anhidrolikorin 190(27), 95(23), 273
Galantin 2456 |317(12) |316(10), 298(7), 284(9), 3.08 | 262,272
268(14), 266(10), 244(13), 397
243(85), 242(100)
11-hidroksi 24.89 | 287(8) | 258(100), 242(14), 211(16), |8.37 | 272,294
vittatin 186(20), 181(21), 153(10), 390
115(16)
fnkartin 25.01 | 333(30) |332(78), 259(72), 258(100), |40.03 | 272,273
244(18)
Likorin 2528 | 287(19) | 268(17), 250(14), 228(11), | 5.39 | 270, 272
227(65), 226(100), 147(12) 273
9-O-metil 25.36 | 303(22) | 302(16), 284(15), 243(68), | 1.34 | 280, 397
psodolikorin 242(100), 227(13), 207(27)
GF-8 25.68 | 331(100) | 272(57), 271(82), 254(50), | 1257 |S
242(62), 226(91), 181(89),
115(50)
GF-2 29.46 | 347(39) | 273(100), 258(61), 207(92), |154 |S
73(42)

Tablo 27. CTA Orneginin GC-MS Yéntemiyle Analizi Sonucu Elde Edilen Bulgular
S: Izolasyon ¢alismasinda elde edilmis olup, GC-MS ydntemiyle ilk kez analiz

edilmistir.
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Alkaloitin R.Z. M* Karakteristik iyonlar Yiizde Literatiir
Adi (dk) m/z (%) m/z (%) Miktari

Hordenin 11.19 | 165(1) 121(2), 107(4), 91(3), 6.08 333, 347
77(8), 58(100) 389, 390

Ismin 20.13 | 257(29) | 238(100), 196(10), 180(9), | 0.09 270, 272
168(9), 83(10) 273, 333

Trisferidin 20.6 | 223(100) | 222(38), 167(11), 138(26), | 0.08 270, 272
111(13), 69(11) 273

5,6-dihidro 21.03 | 239(36) | 238(100), 180(16), 0.16 270, 273

bikolorin 129(50), 113(16), 112(20),
111(17), 71(70)

Krinin 21.39 | 271(100) | 270(33), 228(36), 227(29), | 0.16 391, 392
199 (25), 150(52), 122(47),
79(39)

Galantamin | 21.6 | 287(77) | 286(100), 270(14), 3.18 393-396
244(40), 230(16), 216(37)

O,N-dimetil | 23.21 | 303(8) 180(29), 137(100), 122(6), | 1.04 S

norbelladin 94(5), 77(6)

Galantin 24.56 | 317(13) | 316(11), 284(10), 268(15), | 0.33 262, 272
266(10), 244(15), 243(89), 397
242(100)

11-hidroksi 24.9 | 287(9) 258(100), 242(12), 2.38 272, 294

vittatin 211(16), 186(22), 181(22), 390,
153(9), 115(17)

Inkartin 25.05 | 333(31) | 332(77), 259(72), 22.21 272,273
258(100), 244(18)

GF-8 25.81 | 331(100) | 272(59), 271(89), 270(47), | 62.79 S
254(53), 242(65), 229(41),
227(64), 226(90), 212(65),
181(77)

GF-3 26.23 | 373(39) | 242(50), 229(70), 227(71), | 3.22 S
226(98), 211(93), 181(100)

GF-2 29.48 | 347(41) | 273(100), 258(65), 0.43 S

207(55), 73(25)

Tablo 28. MTU Orneginin GC-MS Yéntemiyle Analizi Sonucu Elde Edilen Bulgular

S: Izolasyon calismasinda elde edilmis olup, GC-MS yontemiyle ilk kez analiz

edilmistir.
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Alkaloitin R.Z. M* Karakteristik iyonlar Yiizde Literatiir
Adi (dk) m/z (%) m/z (%) Miktar1

Hordenin 11.17 | 165(1) 121(1), 107(4), 91(2), 77(7), 5.85 333, 347
58(100) 389, 390

M 255 16.91 | 255(22) | 240(42),181(100), 153(37), 0.10 262, 397
152(47), 97(27), 73(51)

Ismin 20.11 | 257(24) | 238(100), 196(11), 180(9), 168(9), | 1.35 270, 272
83(6) 273, 333

Trisferidin 20.6 223(100) | 222(40), 167(11), 138(27), 1.18 270, 272
111(22), 69(9) 273

5,6-dihidro 21.02 | 239(39) | 238(100), 180(15), 129(47), 1.51 270, 273

bikolorin 113(10), 112(18), 111(17), 71(32)

Galantamin 21.6 287(78) | 286(100), 244(30), 230(15), 0.33 393-396
216(39), 174(39)

Galantindol 22.74 | 281(100) | 262(23), 207(26), 191(30), 0.33 270, 273
149(20), 97(21), 73(26)

Demetil 22.83 | 273(81) | 202(29), 201(100), 189(71), 2.62 270, 273

maritidin 175(28), 115(27)

Anhidro 22,98 | 251(41) | 250(100), 224(17), 192 (16), 1.24 272, 397

likorin 191(14), 96(11)

O,N-dimetil 23.20 | 303(9) 180(29), 137(100), 122(6), 94(5), | 1.36 S

norbelladin 77(7)

Assoanin 23.56 | 267(52) | 266(100), 250(31), 222(14), 0.72 270, 272
207(14), 193(12), 180(15) 273

11,12- 24.05 | 249(57) | 248(100), 207(10), 191(16) 0.96 270, 272

didehidro 190(30), 95(23), 273

anhidrolikorin

Galantin 2455 | 317(15) | 316(11), 284(10), 268(16), 1.08 262, 272
266(10), 244(16), 243(92), 397
242(100)

11-hidroksi 24.89 | 287(9) 258(100), 242(12), 211(15), 13.51 272,294

vittatin 186(20), 181(20), 153(10), 115(17) 390,

Inkartin 25.03 | 333(30) | 332(77),259(72), 258(100), 32.70 272,273
244(18)

Likorin 25.29 | 287(19) | 268(17), 250(14), 228(11), 0.97 270, 272
227(67), 226(100), 147(12) 273

9-O-metil 25.38 | 303(18) | 302(16), 284(16), 243(72), 0.99 280, 397

psddolikorin 242(100), 240(11), 227(21),
226(30), 207(34)

GF-8 25.67 | 331(100) | 272(59), 271(86), 270(50), 9.12 S
254(54), 242(66), 229(42),
227(68), 226(99), 212(71), 181(83)

GF-2 29.47 | 347(40) | 273(100), 258(66), 207(40), 73(16) | 2.70 S

Tablo 29. MTA Orneginin GC-MS Yéntemiyle Analizi Sonucu Elde Edilen Bulgular

S: Izolasyon calismasinda elde edilmis olup, GC-MS ydntemiyle ilk kez analiz

edilmistir.
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4. BIYOLOJIiK AKTIVIiTE REHBERLIGINDE iZOLASYON VE YAPI
AYDINLATMA CALISMALARINA AiT BULGULAR

4.1. Antikolinesteraz Aktivite Tayinine Ait Bulgular

Galanthus fosteri bitkisinin total alkaloit ekstresinden elde edilen fraksiyonlar

tizerinde Ellman yontemiyle antikolinesteraz aktivite deneyi uygulanmistir. Yapilan

deneyler sonucu elde edilen bulgular asagida verilmistir (Tablo 30-31).

Fraksiyon Kodu Konsantrasyon AChE BuChE
(ug/ml) Inhibisyonu (%) Inhibisyonu (%)
A 600 100 100
60 58.45 15.65
6 13.2 1.58
B 600 100 98.02
60 57.99 11.86
6 7.1 1.84
C 600 100 95.2
60 62.34 13.73
6 3.78 2.13
D 600 100 77.03
60 74.43 19.36
6 28.69 15.1
E 600 98.09 94.1
60 68.39 27.43
6 10.08 1.97
F 600 96.67 76.27
60 69.03 72.65
6 22.47 15.2
G 600 100 80.62
60 72.6 62.08
6 24.9 19.69
H 600 82,36 81.82
60 20.74 22.71
6 0 8.36
I 600 100 89.31
60 17.71 21.57
6 0.726 1.91
J 600 99.72 95.28
60 67.03 28.5
6 20.66 5.88

Tablo 30. Galanthus fosteri Total Alkaloit Ekstresinin, A-J Fraksiyonlarinin

Antikolinesteraz Aktiviteleri
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Fraksiyon Kodu Konsantrasyon AChE Inhibisyonu | BUChE
(ng/ml) (%) Inhibisyonu (%)
K-L 600 100 100
60 95.79 73.45
6 72.67 28.45
M 600 100 99.77
60 92.16 87.16
6 58.64 48.16
N 600 99.1 98.93
60 91.75 86.04
6 54.58 51.07
@) 600 98.81 100
60 77.14 69.25
6 26.9 25.04
P-R 600 98.88 99.75
60 80.52 68.93
6 36.7 23.59
S 600 100 82.39
60 85.8 81.99
6 48.63 36.42
T-U 600 98.29 92.59
60 71.37 48.75
6 26.92 3.82
V 600 100 98.82
60 92.65 75.46
6 82.76 22.94

Tablo 31. Galanthus fosteri Total Alkaloit Ekstresinin, K-V Fraksiyonlarinin

Antikolinesteraz Aktiviteleri
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4.2. izolasyonla Elde Edilen Bilesiklere Ait Bulgular

4.2.1. GF-1 Bilesiginin Spektral Bulgulari

[a]p -28° (MeOH; c 1)

ESI Kiitle (Spektrum 1)

m/z: 334.20 [M+H]"

'H NMR (Spektrum 2)

(400 MHz, CDCls) 6 ppm 6.81 (1H, s, H-10), 6.61 (1H, s, H-7), 4.50 (1H, brs,
H-1), 4.12 (1H, d, J = 13.6 Hz, H-6a), 3.89 (1H, Ar-OMe sinyali altinda kalmis, H-
2), 3.88 (3H, s, 9-OMe), 3.83 (3H, s, 8-OMe), 3.70 (1H, d, J = 13.6 Hz, H-6b), 3.58
(3H, s, 2-OMe), 3.52 (1H, brs , H-3), 3.25 (1H, td, J = 8.0, 1.6 Hz, H-12a), 2.86
(1H, d, J = 11.2 Hz, H-10b), 2.65 (1H, m, H-12b), 2.61 (1H, d, J = 11.2 Hz, H-4a) ,
2.43 (1H, m, H-11a), 2.04 (1H, ddd, J = 14.6, 6.6 Hz, H-11b) ppm.

Genisletilmis "H NMR (Spektrum 3,4)
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4.2.2. GF-2 Bilesiginin Spektral Bulgulari

[a]o -65° (MeOH; ¢ 1)

UV (Spektrum 5)

Amaks (MeOH) (log €) 233 (3.69) , 265 (3.59), 294 (2.91), 304 (2.91) nm

IR (Spektrum 6)

Vmaks (MeOH) 3398, 2918, 1641, 1603, 1511, 1465, 1438, 1277, 1215, 1098,
768, 596 cm™

HR-ESI Kiitle (Spektrum 7)

m/z: 348.1460 [M + H]" (Teorik Deger: 348.1442)

'H NMR (Spektrum 8)

(400 MHz, CDCls) 6 7.6 (1H, s, H-10), 6.81 (1H, s, H-7), 4.51 (1H, brs, H-1),
4.03 (1H, m, , H-12a), 3.95 (3H, s, 8-OMe), 3.93 (3H, s, 9-OMe), 3.92 (1H, Ar-OMe
sinyali altinda kalmis, H-2), 3.89 (1H, Ar-OMe sinyali altinda kalmis, H-4a), 3.78
(1H, m, H-12b), 3.58 (3H, s, 2-OMe), 3.53 (1H, brs, H-3) 2.99 (1H, d, J = 13.6 Hz,
H-10b) 2.53 (1H, m, H-11), 2.35 (1H, m, H-11) ppm.

Genisletilmis "H NMR (Spektrum 9, 10)

3C NMR (Spektrum 11)

(100 MHz, CDClg) & 162.9 (C-6), 152 (C-9), 148.1 (C-8), 131.3 (C-10), 124.3
(C-6a), 111.4 (C-10), 105.7 (C-7), 77.7 (C-2), 66.4 (C-4), 65.9 (C-1), 59.1 (2-OMe),
59.1 (C-3), 55.8 (8-OMe), 55.8 (9-OMe), 55.8 (C-4a), 42.3 (C-12), 40.1 (C-10b),
28.3 (C-11) ppm.

HSQC (Spektrum 12) (Tablo 32)

'H, 'HCOSY (Spektrum 13) (Tablo 32)

NOESY (Spektrum 14) (Tablo 32)

HMBC (Spektrum 15) (Tablo 32)
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H H(3) 3C (8)/HSQC HMBC 'H, 'H cosy NOESY
1 451 65.9 C-2,C-3,C-4a H-2, H-3, H-4a, H-10b H-2, H-10, H-10b, 2-OMe
2 3.92 77.4 C-1,2-OMe, C-3 H-1, H-3, H-10b H-1, H-3, H-10b 2-OMe
3 3.53 59.1 C-1, C-2, C-4a, C-11 H-1, H-2 H-2, H-118, 2-OMe
4 - 66.4 - - -
4a 3.89 55.8 C-1, C-3, C-10b, C-12 H-1, H-10b -
6 - 162.9 - - -
6a - 124.3 - - -
7 7.6 105.7 C-6, C-6a, C-8, C-9, C-10a 8-OMe 8-OMe
8 - 148.1 - - -
9 - 152 - - -
10 6.81 111.3 C-6a, C-8, C-9, C-10a, C-10b H-10b H-1, H-10b, 9-OMe
10a - 131.3 - - -
10b 2.99 40.1 C-4a, C-10, C-10a H-1, H-2, H-4a, H-10 H-1, H-10
118 2.53 28.3 C-3,C-4 H-12a, H-124, H-118 H-3, H-12B, H-11a
11a 2.35 28.3 C-3,C-4 H-12a, H-128, H-11a H-12a, H-118
120 3.78 42.3 C-4a, C-6 H-11p, H-118, H-128 H-11a, H-128
128 4.03 42.3 C-4a, C-6 H-11a, H-118, H-12a H-118, H-12a
8-OMe 3.93 55.8 C-8 H-7 H-7
9-OMe 3.95 55.8 C-9 H-10 H-10
2-OMe 3.58 59.1 C-2 - H-1, H-2, H-3

el

Tablo 32. GF-2 Bilesiginin 1D ve 2D NMR Spektral Bulgulart
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4.2.3. GF-3 Bilesiginin Spektral Bulgulari

[a]p -61° (MeOH; ¢ 1)

UV (Spektrum 16)

Amaks (MeOH) (log €) 212 (3.51), 228 (3.45), 241 (3.48), 275 (3.03) nm

IR (Spektrum 17)

Vmaks (MeOH) 3423, 1735, 1637, 1511, 1445, 1375, 1242, 1096, 1037, 947,
845, 779 cm™

HR-ESI Kiitle (spektrum 18)

m/z: 374.1596 [M+H]" (Teorik Deger: 374.1598)

CD (Spektrum 19)

MeOH, [6];: [6]min 258 -3755, [0]max 286 +18315

'H NMR (Spektrum 20)

(400 MHz, CDs0OD) 5 6.98 (1H, s, H-10), 6.52 (1H, s, H-7), 6.46 (1H, d, J =
10 Hz, H-1), 6.08 (1H, dd, J = 10, 5.2 Hz, H-2), 5.37 (1H, td, J = 4.9, 1.2, Hz, H-3),
4.99 (1H, dd, 7, 3.6 Hz, H-11), 4.39 (1H, d, J = 16.4 Hz, H-68), 3.84 (3H, s, 8-
OMe), 3.76 (1H, d, J = 16.4 Hz, H-60), 3.45-3.36 (2H, m, H-4a, H-12endo), 3.32
(1H, H-12ekso), 2.15 (1H, td, J = 14, 4.4 Hz, H-4a), 1.99 (3H, s, OCOCH;), 1.98
(3H, s, OCOCHj), 1.9 (1H, dd, J = 14, 4.4 Hz, H-48) ppm.

Genisletilmis "H NMR (Spektrum 21, 22)

3C NMR (Spektrum 23)

(100 MHz, CDCl3) 8 170.5 (3-OCOCHj3), 169.9 (3-OCOCH3), 145.9 (C-8),
144.6 (C-9), 133.5 (C-10a), 129.3 (C-1), 127.5 (C-2), 124.3 (C-6a), 109.8 (C-10),
108.9 (C-7), 80.3 (C-11), 66.4 (C-3), 63 (C-4a), 60.9 (C-6), 60.6 (C-12), 55.9 (8-
OMe), 48.6 (C-10b), 29.4 (C-4), 21.19 (3-OCOCHy), 21.17 (11-OCOCHs) ppm.

HSQC (Spektrum 24) (Tablo 33)

'H, 'HCOSY (Spektrum 25) (Tablo 33)

NOESY (Spektrum 26) (Tablo 33)

HMBC (Spektrum 27) (Tablo 33)
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ari

H H(3) B¢ (8)/HSQC HMBC 'H, 'H cosy NOESY
1 6.46 129.7 C-3, C-2, C-4a, C-10a, C-10b H-2 H-2, H-10, H-11
2 6.08 1275 C-1,C-4,C-3 H-1, H-3 H-1, H-3
3 5.37 66.4 C-1, C-2, 3-OCOCH,4 H-2, H-4a, H-48 H-2, H-4a, H-48
ap 1.9 29.4 C-2, C-3, C-4a, C-10b H-40, H-4a H-3, H-4a, H-4a
4o, 2.15 29.4 C-10b, C-4a, 3-OCOCH; H-3, H-48, H-4a | H-3, H-48, H-12ekso
4a 3.45-3.36 63 C-4, C-10a, C-10b, C-11, C-12 1['6}?3‘61H|ff2’e':;0 H-45, H-65
6a 3.76 60.9 C-4a, C-6a, C-10a, C-7, C-12 H-6a, H-7 H-6p, H-7, H-12endo
6/ 4.39 60.9 C-7, C-6a, C-10a, C-12 H-6p, H-7 H-4a, H-60, H-7
6a - 124.3 - - -
7 6.52 108.9 C-6, C-6a, C-8, C-9, C-10a H-6a, H-68 8-OMe, H-6a, H-6/8
8 - 145.9 - - -
9 - 144.6 - - -
10 6.98 109.8 C-6a, C-8, C-9, C-10b - H-1, H-11
10a - 1335 - - -
10b - 48.6 - - -
11endo 4.99 80.26 C-4a, C-10a, 11-OCOCHj H-4a, H-12a H-1, H-10
12endo 3.45-3.36 60.6 C-6, C-11, C-4a H-45 H-6a, H-12ekso
12ekso 3.32 60.6 C-6, C-11, C-4a H-4a, H-11 H-4a, H-12endo
8-OMe 3.84 55.9 C-8 - H-7
3-OCOCH; 1.9 21.19 c-3 - -
11-OCOCH, 1.91 21.17 C-11 - -

Tablo 33. GF-3 Kodlu Bilesigin 1D ve 2D NMR Spektral Bulgulari
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4.2.4.GF-4 Bilesiginin Spektral Bulgular

[a]p -98° (MeOH; ¢ 1.00)

ESI Kiitle (Spektrum 28)

m/z: 288.16 [M+H]"

'H NMR (Spektrum 29)

(400 MHz, CDCls) 6 ppm 6.66 (1H, d, J = 8 Hz, H-8), 6.62 (1H, d, J = 8 Hz,
H-7), 6.05 (1H, dd, J = 10.4, 1.2 Hz, H-4a), 6.00 (1H, dd, J = 10.4, 4.8 Hz, H-4),
4.61 (1H, brs, H-1), 4.14 (1H, m, H-3), 4.11 (1H, dd, J = 15.6, 6.4 Hz, H-6a), 3.84
(3H, s, 9-OMe), 3.70 (1H, d, J = 15.2 Hz, H-6b), 3.29 (1H, dt, J = 13.6, 1.2 Hz, H-
12a), 3.07 (1H, dt-benzeri, J = 14.4 Hz, H-12b) 2.68 (1H, m, H-2a), 2.42 (3H, s, N-
Me), 2.08 (1H, dt, J = 13.4, 3.2 Hz H-11a), 2.00 (1H, m, H-2b), 1.59 (1H, dd, J =
13.4, 2.8 Hz, H-11b) ppm.

Genisletilmis *"H NMR Spektrumu (Spektrum 30, 31)
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4.2.5. GF-5 Bilesiginin Spektral Bulgular:

[a]p -25° (MeOH; ¢ 1.00)

ESI Kiitle (Spektrum 32)

m/z: 318.10 [M+H]"

'H NMR (Spektrum 33)

(400 MHz, CDCl3) 6 ppm 6.85 (1H, s, H-10), 6.62 (1H, s, H-7), 5.60 (1H, brs,
H-3), 4.66 (1H, brs, H-1), 4.15 (1H, d, J = 14 Hz, H-6a), 3.89 (3H, s, 9-OMe), 3.84
(3H, s, 8-OMe), 3.84 (1H, Ar-OMe sinyali altinda kalmis, H-2), 3.51 (3H, s, 2-
OMe), 3.51 (1H, Al-OMe sinyali altinda kalmig, H-6b), 3.36 (1H, m, H-12a), 2.73
(2H, m, H-4a, H-10b), 2.62 (2H, m, H-11), 2.37 (1H, dd, J = 17.2, 4.8 Hz, H-12b)
ppm.

Genisletilmis 'H NMR (Spektrum 34)
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4.2.6. GF-6 Bilesiginin Spektral Bulgular:

[a]p -25° (MeOH; ¢ 1.00)

ESI Kiitle (Spektrum 35)

m/z: 304.16 [M+H]"

'H NMR (Spektrum 36)

(400 MHz, CD3s0D) 6 ppm 6.95 (1H, s, H-10), 6.75 (1H, s, H-7), 5.54 (1H,
brs, H-3), 4.52 (1H, brs, H-1), 4.18 (1H, m, H-2), 4.15 (1H, d, J = 14.4 Hz, H-6a),
3.85 (3H, s, 9-OMe), 3.80 (3H, s, 8-OMe), 3.54 (1H, d, J = 14.4 Hz, H-6b), 3.32
(1H, m, H-12a), 2.87 (1H, d, J = 10.8 Hz, H-4a), 2.73 (1H, d, J = 10.8 Hz, H-10b),
2.62 (2H, m, H-11), 2.43 (1H, m, H-12b) ppm.

Genisletilmis *H NMR (Spektrum 37, 38)
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pLicorine_product #62 RT: 0.24 AV: 1 NL: 8.55E4
T: + ¢ ESI Full ms2 304.000 [10.000-350.000]
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4.2.7. GF-7 Bilesiginin Spektral Bulgular:

ESI Kiitle (Spektrum 39)

m/z: 288.10 [M+H]"

'H NMR (Spektrum 40)

(400 MHz, CD3s0OD) 6 7.06 (2H, dd, J = 8.0, 2.0 Hz, H-2 ve H-6), 7.01 (1H, d,
J =8.0 Hz, H-5), 6.95 (1H, d, J = 2 Hz, H-2"), 6.93 (1H, dd, J = 8.0, 2.4 Hz, H-6),
6.75 (2H, dd, J = 7.2, 2.0 Hz, H-3 ve H-5), 4.23 (2H, brs, H-p"), 3.88 (3H, s, 4'-
OMe), 3.26 (2H, m, H-a), 2.97 (2H, t, J = 8.8, 8.2 Hz, H-p), 2.81 (3H, s, N-Me) ppm.

Genisletilmis "H NMR (Spektrum 41, 42)
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Norbelladine product #60 RT: 0.23 AV: 1 NL: 7.36E4
T: + ¢ ESI Full ms2 288.000 [10.000-300.000]
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4.2.8. GF-8 Bilesiginin Spektral Bulgular:

[a]p +5° (MeOH; c 1)

UV (Spektrum 43)

Amaks (MeOH) (log €) 216 (3.17), 228 (3.43), 240 (3.58), 273 (3.24) nm

IR (Spektrum 44)

Vmaks (MeOH) 2927, 1733, 1510, 1445, 1372, 1283, 1150, 1096, 1047, 951,
862, 777 cm™

HR-ESI Kiitle (Spektrum 45)

m/z: 332.1511 [M + H]" (Teorik Deger: 332.1493)

CD (Spektrum 46)

MeOH, [e]: [€]min 258 -3343, [0]max 285 +13740

'H NMR (Spektrum 47)

(400 MHz, CD;0D) 5 6.88 (1H, s, H-10), 6.64 (1H, s, H-7), 6.31 (1H, d, J =
10 Hz, H-1), 6.09 (1H, dd, J = 10, 5 Hz, H-2), 4.93 (1H, dd, 7.6, 3.6, 3.2 Hz, H-11),
4.33 (1H, d, J = 16.8 Hz, H-6p), 4.28 (1H, td, J = 4.8, 4.6, 1.2 Hz, H-3), 3.80 (1H,
1H, Ar-OMe sinyali altinda kalmig, H-6a) 3.80 (3H, s, 8-OMe), 3.45-3.40 (2H, m,
H-12endo, H-4a), 3.25 (1H, m, H-12ekso), 2.09 (1H, td, J = 13.2, 4.4 Hz, H-40), 1.96
(3H, s, OCOCH3), 1.86 (1H, dd, J = 13.2 4.4 Hz, H- 45) ppm.

Genisletilmis "H NMR (Spektrum 48, 49)

3C NMR (Spektrum 50)

(100 MHz, CD50D) § 170.5 (11-OCOCH3) 146.9 (C-9), 145.2 (C-8), 131.2 (C-
2), 125.9 (C-1), 123.2 (C-6a), 109.84 (C-10), 109.79 (C-7), 80.2 (C-11), 62.9 (C-3),
62.4 (C-4a), 59.3 (C-12), 55 (8-OMe), 48.6 (C-10b), 31.7 (C-4), 19.7 (11-OCOCH)
ppm.

HSQC (Spektrum 51) (Tablo 34)

'H, 'HCOSY (Spektrum 52) (Tablo 34)

NOESY (Spektrum 53) (Tablo 34)

HMBC (Spektrum 54) (Tablo 34)
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8L1

H H (3) BC(8)/HSQC HMBC 'H, 'H cosy NOESY
1 6.31 125.8 C-2, C-3, C-4a, C-10a, C-10b H-2, H-3, H-4a, H-10 H-2, H-10, H-11endo
2 6.09 131.2 C-1,C-3,C-4 H-1, H-3, H-4a, H-48 H-1, H-3
3 4.28 62.9 C-1, C-2, C-4, H-1, H-2, H-4a, H-48 H-2, H-4a, H-48
Iy 1.86 31.7 C-2, C-4a, C-10b H-2, H-3 H-3, H-4a, H-4a
4a 2.09 31.7 C-3, C-10b H-2, H-3 H-3, H-48, H-12ekso
4a 3.42 62.4 C-1, C-4, C-6 C-10a, C-10b, C-11 H-1, H-48, H-128 H-48, H-6p
6a 3.80 60.04 C-4a, C-6a, C-7, C-8, C-10a H-7, H-68 H-643, H-7, H-12endo
6f 433 60.04 C-6a, C-7, C-8, C-10a, C-12 H-7, H-6a H-6a, H-4a, H-7
6a 123.3 - - -
7 6.64 109.79 C-6, C-6a, C-9, C-10a H-6a, H-6/3, 8-OMe H-6a, H-6/3, 8-OMe
8 145.2 - - -
9 146.9 - - -
10 6.88 109.84 C-6a, C-8, C-9, C-10a, C-10b H-1, H-7 H-1, H-11
10a 133.2 - - -
10b 48.6 - - -
11endo 4.93 80.2 C-4a, C-10a, 11-OCOCHj, C-12 H-4a, H-128 H-1, H-10
12ekso 3.25 59.3 C-6, H-64, H-11 H-4a, H-12endo
12endo 3.45 59.3 C-4a, C-10b, C-11 H-4a, H-11 H-6a, H-12ekso
8-OMe 3.80 55.04 C-7,C9 H-7 H-7
11-OCOCH, 1.96 19.72

Tablo 34. GF-8 Kodlu Bilesigin 1D ve 2D NMR Spektral Bulgulari
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4.2.9. GF-9 Bilesiginin Spektral Bulgular:

ESI Kiitle (Spektrum 55)

m/z: 166.20 [M+H]"

'H NMR (Spektrum 56)

(400 MHz, CDsCD) 6 ppm 7 (2H, dd, J = 6.4, 1.6 Hz, H-2 ve H-6), 6.69 (2H,
dd, J = 6.8, 2.4 Hz, H-3 ve H-5), 2.67 (2H, m, H-2'), 2.49 (2H, m, H-1'), 2.28 (6H, s,
N(CHs)2) ppm.

Genisletilmis *H NMR (Spektrum 57, 58)
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Hordenine_product #64 RT: 0.24 AV: 1 NL: 1.51E5
T: + ¢ ESI Full ms2 166.000 [10.000-200.000]
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4.2.10. GF-10 Bilesiginin Spektral Bulgular:

[a]p +24° (MeOH; ¢ 1)

ESI Kiitle (Spektrum 59)

m/z: 272.17 [M+H]"

'H NMR (Spektrum 60)

(400 MHz, CD30D) 6 6.93 (1H, s, H-10), 6.62 (1H, d, J = 10 Hz, H-1), 6.55
(1H, s, H-7), 5.92 (1H, ddd, J = 10, 5.2, 0.8 Hz, H-2), 5.87 (2H, 2d, OCH;0), 4.38
(1H, d, J = 16.4 Hz, H-6a), 4.27 (1H, m, H-3), 3.84 (1H, d, J = 16.4 Hz, H-6b), 3.43
(1H, dd, J = 13.4, 4 Hz, H-12a), 3.34 (1H, m, H-4a), 2.94 (1H, ddd, J = 13, 6.4 Hz,
H-12b), 2.15 (1H, m, H-11a), 1.98 (1H, m, H-4a), 1.91 (1H, m, H-11b), 1.80 (1H,
ddd, J = 13.4, 4 Hz, H-4b) ppm.

Genisletilmis *H NMR (Spektrum 61, 62)
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Vittatine_product #59 RT: 0.22 AV: 1 NL: 1.80E6
T: + ¢ ESIFullms2 272.000 [10.000-300.000]
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IV. BOLUM

TARTISMA

1. BOTANIK ARASTIRMALAR

Galanthus fosteri Baker bitkisinin tayininde yardimci olabilecek anatomik
ozelliklerin saptanmasi amaciyla, Amasya ili, Ziyaret beldesi, Adatepe mevkisinden
28.03.2012 tarihinde c¢igeki halde iken, 01.04.2013 tarihinde ise meyveli halde iken
toplanarak alkol materyali hazirlanmistir. Bu materyalden yararlanilarak kok, cicek
durumu sapi, yaprak, meyve, ovaryum, tohum ve ¢igege ait anatomik karakterler
belirlenmistir. Ayrica ileride Herba ve Bulbus Galanthi droglarina ait bir monografinin
hazirlanmasina yardimci olmak amaciyla, bu droglara ait toz drog 6rnekleri de anatomik
olarak incelenmistir.

Yaprak iizerinde yaptigimiz anatomik incelemeler sonucunda, yapragin
monofasiyel olup epidermisi ince kutikula ile ortiilii oldugu goriilmiistiir. Ust
epidermisin dorsal ¢eperi kalin, ventral ¢eperi ince, lateral ¢eperi ise ventral ¢cepere gore
daha incedir. Farkli kisimlarindan aldigimiz kesitlerde dorsal ¢eperin, u¢ kismindan, dip
kismina dogru giderek inceldigi gorilmiistiir. Anomositik tipteki stomalarin ekseni
yaprak boyuna paralel olup stomanin kutuplarinda, stoma c¢eperlerinin biraz daha
kalinlasmis oldugu goriilmektedir. Alt epidermisteki stomalarin sayis1 iist epidermise
gore daha fazla olup, her iki epidermiste de genellikle mezofitik tip stomalar
bulunmaktadir. Ust epidermisin i¢ kisminda birinci siradaki palizatik mezofil hiicreleri
hafif yana dogru genis olup bazen yuvarlak sekilli hiicrelerden olugsmaktadir. Bu siranin
i¢ kismindakilerde hiicre arasi bosluklar belirgin olup, yuvarlak ve ince ceperli
hiicrelerden olugmaktadir. Iki iletim demeti arasinda yer alan bazi hiicreler pargalanarak,
yanlara dogru genis ve dikdortgenimsi hava kanalini olusturmaktadir. Galanthus
genusunun sistematik olarak degerlendirilmesinde hava kanallarinin kritik bir éneme
sahip olmadig:1 literatiirde belirtilmis olup, bitkiden hazirlanilan enine Kkesitler
incelendiginde, yapragin daha genis olarak bulundugu orta kisimlarda belirgin ve genis
iken uc ve dip kisimlarda darahp, yer yer kayboldugu tespit edilmistir. Bu bulgularin

literatiir ile uyum gosterdigi saptanmustir (81, 85, 398).
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Koke ait enine kesit incelendiginde, kok epidermisi ve bunun altindaki kabuk
parankimasi hiicrelerinin ¢eperleri siiberinleserek ekzodermisi olusturdugu gézlenmistir.
Ekzodermisin i¢ kisimlarindaki korteks parankima hiicreleri, ince g¢eperli, hiicre arasi
bosluklar belirgin, biiylik poligonal hiicrelerden olusmaktadir. Endodermis hiicreleri ince
ceperli ve bu hiicrelerdeki kaspari seridi belirgin olarak goriilmektedir. Bu durum
literatiir ile uyumluluk gostermektedir (398).

Anatomik 6zelliklerini incelemek amaciyla ¢igek durumu sapininin dip, orta ve ug
kisimlardan enine ve yiizeysel kesitler alinmistir. Enine kesitlere bakildiginda, skapusun
tam yuvarlak degil, hafif ovalimsi oldugu goriilmektedir. Epidermis hiicrelerinin
kutikulas1 skapus boyunca ¢izgili ve incedir. Yapraktaki gibi dorsal ¢eper kalin, ventral
ceper ince, lateral ¢eper ventralden daha ince, stomalar genellikle higrofitik veya ¢ok
hafif mezofitik 6zelliktedir. Alinan yiizeysel kesitler yaprakla karsilastirildiginda daha
az oranda stoma igerdigi belirlenmistir. Orta ve dip kisimlarindan alinan enine
kesitlerde, u¢ kisimlara oranla interselliiler bosluklarin daha fazla oldugu saptanmistir.
Dip kisimlardan alinan kesitlerde ise skapusun her iki yaninda belirginlesen ¢ikintinin
icinde 2-4 adet hiicrenin ¢eperleri kalinlasarak kollenkimay1 olusturdugu goézlenmistir.
Bu bulgularin literatiir ile uyumluluk gostermektedir (398).

Meyva enine kesitlerinde ekzokarp hiicrelerinin dis ylizeyinde ince bir kutikula
bulunmaktadir. Ekzokarp hiicrelerinin altindaki sikisik halde bulunan, bol kloroplast
iceren mezokarp hiicre ¢eperlerinin kalin olugu ancak endokarpa dogru inceldigi
gozlenmistir. Ekzokarptan endokarpa dogru; ekzokarpin i¢ kismindaki mezokarp
hiicreleri 6nce yanlara dogru uzamis, sonra yuvarlak, daha sonra ovalimsi sekil almakta
ve hiicre arasi bosluklar artmaktadir. Bu bosluklarin artmasina ragmen yapraktaki gibi
belirgin hava kanallarina rastlanmamistir. Ekzokarp yiizeyel olarak incelendiginde
eksokarp hiicreleri besgen veya altigenimsi ve hiicre ¢eperleri kalindir. Stoma ¢evresinde
stoma eksenine dikey kutikula ¢izgileri goriilmektedir. Stoma komsu hiicreleri dort veya
bes olup anomasitik tip stomadir (398).

Inceledigimiz bir kaynakta cicek anatomisinin sistematik bir deger tasimadig

bildirilmistir (3).

202



2. KALITE KONTROL VE MIiKTAR TAYINI ARASTIRMALARI

Tezimizin konusunu olusturan Galanthus fosteri bitkisine ait Herba ve Bulbus
Galanthi droglari, Amasya ili, Ziyaret beldesi, Adatepe mevkisinden ¢icekli ve meyveli
donem olmak tiizere farkl1 zamanlarda toplanip, hazirlanmstir.

Kalite kontrol deneyleri igin, Avrupa Farmakopesi (116) ve Avrupa Farmakopesi
Adaptasyonu Tiirk Farmakopesi’nde yer alan bazi ana yontemler esas alinmistir (117).
Bu amagla farmakopede yer alan, gravimetrik esasli kurutmada kayip, total kiil,
hidroklorik asitte ¢éziinmeyen kiil ve siilfat kiilii miktar tayinlerine ait temel yontemler
uygulanmistir.

Drog orneklerinde total alkaloit miktari, Avrupa Farmakopesi’nde (116) farkli
drog monografilerinde yer alan yontemlerden yararlanilarak gelistirilmis olup, titrimetrik
esasli bir yontem ile tayin edilmistir.

Ayrica fizyolojik ve farmakolojik etkileri nedeniyle, drogun Onemli
alkaloitlerinden olan galantamin ve likorin’in miktar tayini de yliksek basingli sivi

kromatografisi (HPLC) yontemi ile yapilmistir.

2.1 Kurutmada Kayip, Total Kiil, Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil ve
Siilfat Kiilii Miktar Tayini

Galanthus fosteri bitkisinden hazirlanan droglar tizerinde gergeklestirilen
kurutmada kayip miktar tayini denemelerinde, ortalama deger olarak bitkinin gicekli
donemde toplanmis toprak iistii kisimlarindan hazirlanmis CTU kodlu 6rnek icin %
7.8683, toprak alt1 kisimlarindan hazirlanmis CTA kodlu 6rnek igin % 8.1740, meyveli
donemde toplanmis toprak iistii kisimlarindan hazirlanmis MTU kodlu 6rnek icin %
8.1947, toprak alti kisimlarindan hazirlanmis MTA kodlu ornek icin % 7.6899
kurutmada kay1p tespit edilmistir.

Total kiil miktar tayini deneyleri sonucunda CTU kodlu érnek igin % 9.3119, CTA
kodlu érnek icin % 15.7713, MTU kodlu érnek igin % 10.4589, MTA kodlu &rnek igin
% 14.1906 total kiil oran: tespit edilmistir.

Siilfat kiili miktar tayini deneylerinin total kiil miktar tayinine gore daha sabit

sonuglar verebilecegi diisiincesiyle yaptigimiz calismalarda sonucunda, CTU kodlu
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ornek icin % 11.8295, CTA kodlu érnek igin % 17.0880, MTU kodlu 6rnek icin %
12.5040, MTA kodlu 6rnek igin % 17.1504 oraninda siilfat kiili saptanmastir.

Hidroklorik asitte ¢6ziinmeyen kiil miktar tayini deneyleri sonucunda CTU kodlu
ornegin % 2.3272, CTA kodlu érnegin % 4.1898, MTU kodlu érnegin % 2.8641, MTA
kodlu 6rnegin ise % 5.0743 hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil oranina sahip oldugu
bulunmustur.

Elde edilen nem, total kiil, siilfat kiilii, hidroklorik asitte ¢6ziinmeyen kil miktar
tayini sonuglar: daha once diger Galanthus tiirleri iizerinde yapilmis benzer calismalarin
sonuglar: ile karsilastirmali olarak incelenmis olup bir tablo halinde verilmistir (Tablo
35). Elde edilen degerler literatiirle uyum igerisindedir (12, 87-90, 213, 399).

Total Siilfat Hidroklorik

_ Bitkinin I':'/lei[?tar Kil Kiili | Asitte
Tiar Ismi Cahgilan Tayini Miktar | Miktar | Coziinmeyen
Kismi (%) Tayini Tayini Kiil Miktar
(%) (%) Tayini (%)
G. elwesii Cicekli T. Alt1 9.3650 | 13.879 18.7900
Hook. Cicekli T. Ustii | 9.1030 | 8.9567 12.0700

(Akdag, | Meyveli T. Alti | 8.9460 |4.6597 | 6.6900
izmir) (399) | Meyveli T. Ustii | 7.6650 | 9.5097 | 13.9800

GHe;‘(’J"ES" Cicekli T.Alti | 6.8137 |15.4747 | 18.3037

(Yamanjar | Cicekli T.Ustii | 80705 |7.8083 | 104837 | _
Do Meyveli T. Al | 8.1712 | 14.3170 | 17.4070

izmi) (o0) | Mewveli T.Ustii | 7.3590 | 105776 | 15.8523

Tablo 35. Baz1 Galanthus Tiirleri Uzerinde Daha Once Yapilmis Olan Kalite Kontrol

Calismalarina ait Karsilastirmal: Sonuglar
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Nem Total Siilfat | Hidroklorik
. Bitkinin Miktar Kiil Kiilii Asitte
Tir Ismi Cahsilan Tavini Miktar | Miktar | Coziinmeyen
ayini e g e
Kismi (%) Tayini Tayini Kul_l\/!lktar
(%) (%) Tayini (%)
Cigekli T. Alt 6.2378 | 12.6875 | 15.2755
G. gracilis Celak | Cicekli T. Ustii | 7.5716 | 9.1022 12.4192
(12) Meyveli T. Alt1 | 6.5500 | 16.1456 | 18.0327 |
Meyveli T. Ustii | 7.0395 | 17.7910 | 19.4993
: Cigekli T. Alt 9.4380 | 16.1510 | 20.3020
th;\‘/’{:‘gﬁfjﬁ'lp' Cigekli T. Usti | 8.8130 |8.8550 | 11.6450 |
Ozhatay (89) Meyvel! T.Alti | 9.5930 |9.9430 12.5980
Meyveli T. Ustii | 9.6670 | 8.6030 12.2000
G. plicatus subsp. | Cigekli T. Alt1 7.9186 | 14.0214 | 19.8838
byzantinus Cicekli T. Ustii | 8.3750 | 13.6235 | 17.6097
(Baker) D. A. | Meyveli T. Altr | 9.3902 |9.1173 | 11.2920 |
Webb (213) Meyveli T. Ustii | 9.1367 | 10.2371 | 13.3700
Cigekli T. Alt1 6.1929 | 16.0719 | 19.4108 | 7.2429
G. rizehensis Cicekli T. Ustii | 7.3121 | 9.1591 12.9621 | 3.1275
Stern (88) Meyveli T. Alt1 | 7.5064 | 11.5192 | 14.6252 | 5.6034
Meyveli T. Ustii | 7.3757 | 9.3724 13.6986 | 3.9014
G. woronowii
D'e'r‘fl;';‘;:n Cicekli T Al | 92633 | 8.8566 | 13.5666 | 3.5647
Trabzon 2069 Cicekli T. Ustii | 9.3433 | 14.46 17.93 1.1020
(87)
G. woronowii
D'e-r‘;?;‘;:n Cigekli T. alts ;g%g 10.1666 | 12.7333 | 5.1290
Trabzon 2066 Cigekli T. iisti 13.92 17.4433 | 4.5810
(87)
G. woronowii 6.95
Losinsk Cigekli T. alt1 8.4716 1.49466 9.7433 | 1.7220
Caykara, Trabzon | Cigekli T. {istii 8.4633 ' 11.19 2.3033
2006 (87)
C!gekI!T. Alty 7.8683 253%51)3 11.8295 | 2.3272
G. fosteri Baker* (;lgekll_T. Usti | 8.1740 10.4589 17.0880 | 4.1898
' Meyveli T. Alti | 8.1947 14.1906 12.5040 | 2.8641
Meyveli T. Usti | 7.6899 ' 17.1504 | 5.0743

* Bu arastirmada elde edilen sonuglar

Tablo 35’in devami. Bazi Galanthus Tiirleri Uzerinde Daha Once Yapilmis Olan Kalite

Kontrol Calismalarina Ait Karsilastirmali Sonuclar
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2.1 Total Alkaloit Miktar Tayini

Total alkaloit miktar tayini i¢cin Avrupa Farmakopesinden yararlanilmigtir (116).
Bu yontem daha once Anabilim Dalimizda farkli Galanthus tiirleri tizerinde yapilan
calismalarda kullanilmustir (12, 87-90, 127, 160, 209, 213, 399).

Total alkaloit igerigi, kuru drog ve likorinin molekiil agirlig1 {izerinden
hesaplanmistir. CTU kodlu 6rnek igin % 0.0429, CTA kodlu 6rnek igin % 0.1510, MTU
kodlu 6rnek igin % 0.0672, MTA kodlu 6rnek igin %0.20484, oranlarinda total alkaloit
miktar1 belirlenmistir. Incelenen &rnekler arasinda en yiiksek total alkaloit miktaria

sahip olanin, MTA kodlu 6rnek oldugu saptanmastir.

2.2. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisiyle (HPLC) Likorin Miktar Tayini
Ve Galantamin Teshisi

Gostermis olduklar: fizyolojik ve farmakolojik etkileri nedeniyle Amaryllidaceae
alkaloitleri arasinda 6nemli bir yere sahip olan likorin ve galantaminin bitkideki
miktarlarinin tayin edilmesi kalite kontrol ¢alismalar: agisindan 6nem tasimaktadir. S6z
konusu iki alkaloidin miktar tayinleri yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)
yontemiyle arastiriimistir.

Yapilan ¢alismada kuru drog tizerinden hesaplanmak suretiyle CTA kodlu 6rnekte
% 0.00455 oraninda likorin, MTU kodlu 6rnekte %0.00882 oraninda galantamin miktar1
tayin edilmistir. CTA kodlu &rnekte galantamin, MTU kodlu 6rnekte likorin, CTU ve

MTA kodlu 6rneklerde ise her iki alkaloidin varliklar1 saptanmamustir.

3. GAZ KROMATOGRAFISIi-KUTLE SPEKTROMETRESI (GC-MS)
YONTEMIYLE ALKALOIT TESPITI

Gaz Kromatografisi-Kiitle ~ Spektrometresi, Amaryllidaceae alkaloitlerinin
belirlenmesinde kullanilan hizli ve giivenilir bir yontemdir (192, 394, 400). Galanthus
fosteri bitkisinden hazirlanan droglar tizerinde yapilan GC-MS analizleri sonucunda elde
edilen bulgular, NIST MS Search 2.0 veritaban1 (National Institute of Standardization
and Technology, Gaithersburg, MD, USA), literatiir bilgileri ve daha once saf olarak

elde edilip yapist aydinlatilan maddelere ait kiitle spektrumlarinda yer alan karakteristik
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pargalanmalar goz 6niinde bulundurularak degerlendirilmistir. Bitkininin alkaloit igerigi
GC-MS yontemiyle ilk kez tarafimizdan bu ¢alismada rapor edilmektedir.

GC-MS analizleri sonucunda, CTU kodlu érnekte 13 adet (Hordenin, ismin, 5,6-
dihidrobikolorin, krinin, galantamin, O,N-dimetilnorbelladin, assoanin, galantin,
inkartin, GF-8, GF-3, galvesin, GF-2) CTA kodlu 6rnekte 15 adet (Hordenin, ismin,
trisferidin, krinin, galantamin, demetilmaritidin, O,N-dimetilnorbelladine, 11,12-
didehidroanhidrolikorin, galantin,  11-hidroksivittatin, inkartin, likorin, 9-O-
demetilpsédolikorin, GF-8, GF-2), MTA kodlu ornekte 19 adet (Hordenin, M 255,
ismin, trisferidin, 5,6-dihidrobikolorin, galantamin, galantindol, demetilmaritidin,
anhidrolikorin,  O,N-dimetilnorbelladin, assoanin, 11,12-didehidroanhidrolikorin,
galantin, 11-hidroksivittatin, inkartin, likorin, 9-O-metilpsodolikorin, GF-8, GF-2),
MTU kodlu 6rnekte 13 adet (Hordenin, ismin, trisferidin, 5,6-dihidrobikolorin, krinin,
galantamin, O,N-dimetilnorbelladin, galantin, 11-hidroksivittatin, inkartin, GF-8, GF-3,
GF-2) olmak tizere toplam yirmi ii¢ adet alkaloit saptanmistir (Tablo 26-29).

Bu alkaloitler Amaryllidaceae alkaloitlerinin ¢esitli alt gruplarina ait olup, en ¢ok
likorin tip alkaloitlere rastlanmistir. Ayrica incelenen 6rneklerde krinin/hemantamin,
fenantridin ve galantamin tip alkaloitler de tespit edilmistir. Bunlarin disinda tiim
orneklerde tespit edilen hordenin adli bilesik, hem Amaryllidaceae familyasinin bazi
tirlerinde, hem de baska familyalara ait tiirlerde (268, 401) gozlenmistir.

Genel olarak bitkiden hazirlanan orneklerden toprak alti kisimlarin, toprak tstii
kisimlara oranla daha fazla sayida alkaloit igerdigi goriilmektedir. Meyveli donemde
toplanan bitkiden elde edilen 6rneklerde ise cigcekli doneme gore daha fazla sayida

alkaloit tespit edilmistir.

4. BIYOLOJIK AKTIVITE REHBERLIGINDE iZOLASYON VE YAPI
AYDINLATMA CALISMALARI

4.1. GF-1 [(-)-Inkartin]

B kodlu ana fraksiyonun preparatif siitun kromatografisine tabi tutulmasinin
ardindan, preparatif I. T. K. Yontemiyle elde edilen 40 mg agirliginda optikce aktif ([o]p
-28°), amorf bilesige GF-1 kodu verilmistir.
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Bilesigin '"H NMR spektrumu, 400 MHz NMR spektrometresinde, détoro
kloroform iginde alinmistir. Spektrumda toplam yirmi iki protona ait sinyal
gorilmektedir.

Aromatik sahada, 6 6.81 ve 6.61° deki singlet seklindeki proton sinyalleri, para
konumunda iki hidrojeni bulunan bir aromatik halkanin varligin1 diisiindiirmektedir. Bu
iki hidrojen sinyali disinda aromatik sahada baska sinyal gézlenmemistir.

Alifatik alanda ise 6 4.50, 3.89, 3.52°de izlenen sinyallere ait protonlarin kimyasal
kayma degerlerinin spektrumun nispeten asagi alanda goriilmesi oksijenli bir
heteroatoma komsu olabileceklerine isaret etmektedir. 6 3.70 ve 4.12’de birbirleriyle
boliinen (J 13.6 Hz) iki adet protona ait sinyallerin nispeten asagi alanda izlenmesi, bu
sinyallerin azot gibi bir heteroatoma komsu benzilik metilen protonlarina ait
olabileceklerini diisiindiirmektedir. Buna ilaveten, & 3.25, 2.65, 2.43 ve 2.04’de dort
protona ait sinyaller goriilmektedir. & 2.86 ve 2.61°deki proton sinyallerinin, birbirleriyle
bolinen (J 11.2 Hz) trans visinal protonlara ait olabilecegi diisiiniilmektedir.
Spektrumda & 3.88 ve 3.83’de ili¢ proton degerinde singlet seklinde izlenen sinyallerin
aromatik O-Metil gruplarina, 6 3.58’de yine singlet seklinde goriilen ii¢ proton
degerindeki sinyalin alifatik O-Metil grubuna ait oldugu belirtilebilir. Spektrumda N-
metil grubuna ait sinyal gézlenmemistir.

'H NMR spektrumundan elde edilen bu bulgular molekiilin Amaryllidaceae
alkaloitlerinin likorin alt grubundan olabilecegine igaret etmektedir. Ancak spektrumda,
likorin tip bilesiklerde karakteristik olarak gozlenen olefinik protona ait sinyal
bulunmamakta, bunun yerine oksijen gibi bir heteroatoma komsu olmasindan dolay1
kimyasal kayma degeri nispeten asagi alana kaymig bir alifatik proton (& 3.52)
bulunmaktadir.

Bilesige ait ESI kiitle spektrumu m/z 334’de [M+H]" izlenmistir. Elde edilen
spektral bulgular ve literatiir verileri birlikte degerlendirildiginde, GF-1 kodlu bilesigin
likorin alt grubundan inkartin adli alkaloit oldugu saptanmistir. Bilesige ait proton
kimyasal kayma degerleri literatiirle de uyumlu olup (349, 402) asagida agik kimyasal

yapist verilen bilesik lizerinde gosterilmistir.
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6.61 4.12 3.70

Inkartin daha &nce Amaryllidaceae familyasinda Lycoris incarnata (402),
Galanthus elwesii (336, 341, 349) ve G. rizehensis (229) bitkilerinden izole edilmis
olup, gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi yontemiyle G. elwesii (347), G. nivalis
(347), Leucojum aestivum (268) ve Pancratium canariense (400) tiirlerinde varligi
tespit edilmistir. G. fosteri bitkisinde bulunusu ise ilk kez bu arastirmada rapor
edilmektedir.

GF-1 kodlu bilesik tizerinde butirilkolinesteraz inhibitor aktivite tayini in vitro
Ellman esasina dayali mikroplaka deneyiyle yapilmis olup, pozitif kontrol olarak
galantamin (ICsp 0.15 uM) kullanilmis ve ICsq degeri 153.1 uM olarak hesaplanmustir.
Anti-asetilkolinesteraz aktivite tayini ise daha once ayni yontemle, ¢alisma grubumuz

tarafindan yapilmis ve 1Csy degeri 427.93 uM bulunmustur (88).

4.2. GF-2 [(-)-Oksoinkartin]

B kodlu ana fraksiyonun preparatif siitun kromatografisine tabi tutulmasinin
ardindan, preparatif I. T. K. ydntemiyle elde edilen, optikge aktif olan ([o]p -65°), 12 mg
agirliginda amorf haldeki bilesige GF-2 kodu verilmistir.

Bilesigin ‘H NMR spektrumu, 400 MHz NMR spektrometresinde, dotoro

kloroform i¢inde alinmistir. Spektrumda toplam yirmi protona ait sinyal goriilmektedir.
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Aromatik sahada, 6 7.60 ve 6.81°deki singlet seklindeki proton sinyalleri, para
konumunda iki hidrojeni bulunan bir aromatik halkanin varligin1 diisiindiirmektedir. Bu
iki hidrojen sinyali disinda aromatik sahada baska sinyal gézlenmemistir.

Alifatik alanda ise 6 4.51, 3.92, 3.53de izlenen sinyallere ait protonlarin kimyasal
kayma degerlerinin spektrumun nispeten asagi alanda goriilmesi oksijenli bir
heteroatoma komsu olabileceklerine diisiindiirmektedir. Bilesigin IR  spektrumu
incelendiginde de 3398 cm™*de yer alan, O-H gerilmelerinden kaynaklanan karakteristik
absorpsiyonlar bilesikte hidroksil fonksiyonunun varligina isaret etmektedir. & 2.99 ve
3.89’°deki proton sinyallerinin, birbirleriyle boliinen (J 13.6 Hz) trans visinal protonlara
ait olabilecegi diistiniilmektedir. 6 3.95 ve 3.93’de ii¢ proton degerinde singlet seklinde
izlenen sinyallerin aromatik O-Metil gruplarina, 6 3.58’de ti¢ proton degerindeki singlet
seklindeki sinyalin ise alifatik O-Metil grubuna ait oldugu belirtilebilir. Bunlara ilaveten
0 4.03, 3.78, 2.53 ve 2.35’de multiplet seklinde, birer proton degerinde sinyaller
izlenmistir. Spektrumda N-metil grubuna ait sinyal gézlenmemistir.

Elde edilen 'H NMR bulgular;, GF-2 kodlu bilesigin daha 6nce yapisini
aydinlattigimiz Amaryllidaceae alkaloitlerinin likorin alt grubundan inkartin (GF-1) ile
olduk¢a benzer olduguna isaret etmektedir. 'H NMR spektrumunda, inkartinle GF-2
kodlu bilesik arasinda gézlenen en 6nemli fark ise, benzilik metilen grubuna ait sinyaller
gbzlenmemistir. Ayrica H-4a (6 3.87), H-7 (8 7.6), ve H-12 (& 4.03, 3.78) protonlarinin
kimyasal kayma degerleri inkartine gore daha asagi alanda izlenmistir (0.78-1.2 ppm).

Bilesigin *C NMR spektrumunda toplam on sekiz adet karbona ait sinyaller
goriilmektedir. Hidrojenlerin {izerlerinde yer aldiklari karbonlarin eslestirilmesi HSQC
deneyinden yararlanilarak yapilmistir (Tablo 32).

BC NMR spektrumunda & 162.9°de izlenen sinyal ve kimyasal kayma degeri
muhtemelen bir laktam karbonilin varligina isaret etmektedir. Ayrica IR spektrumunda
1641 cm™ absorpsiyon goriilmesi de bu diislinceyi dogrulamaktadir.

0 152 ve 148.1°de rezonans yapan karbonlarin kimyasal kayma degerleri aromatik
metoksil gruplarina a-konumda olan katerner karbonlar i¢in uygundur. Birbirlerine goére
para konumunda yer alan iki singlet protonun iizerinde yer aldig1 karbonlar da 6 111.4
(C-7) ve 105.7 (C-10)’de izlenmistir. Bunlarin disinda, *C NMR spektrumunda 5 adet

metin (6 77.7, 65.9, 59.1, 55.8 ve 40.1) ve 2 adet metilen (& 42.3 ve 28.3) karbonuna ait
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sinyaller yer almaktadir. HSQC deneyinde, birbirleriyle trans-visinal konumda olan H-
4a ve H-10b’nin sirastyla 6 55.8 ve 40.1°de rezonans yapan karbonlar tizerinde yer aldigi
saptanmustir. Bilesige ait HR-ESI kiitle spektrumu incelendiginde (m/z 348.1460 [M +
H]") kapal1 formiiliin C1gH»:ON oldugu tespit edilmistir. Bilesigin yapisini kesin olarak
aydinlatabilmek igin, HSQC teknigine ilaveten diger 2D NMR tekniklerinden (*H, *H
COSY, HMBC ve NOESY) yararlanilmgtir.

HMBC deneyinde & 6.81 (H10)’de izlenen proton, *Jcy araciligiyla & 148.1 (C-8),
124.4 C-(6a) ve 40.1 (C-10b) karbonlariyla, *Jcy araciligiyla ise & 152 (C-9) ve 131.3
(C-10a) karbonlariyla etkilesmektedir. 6 7.60’de (C-7) izlenen proton ise 6 162.9 (C-6),
152 (C-9) ve 131.3 (C-10a) karbonlariyla 3 bag araciligiyla, & 148.1 (C-8) ve 124.4 (C-
6a) karbonlariyla 2 bag araciligiyla korelasyon gostermektedir. 6 3.95 ve 3.93’deki
aromatik metoksil gruplari sirastyla C-9 (6 152) ve C-8 (6 148.1) ile 3JcH araciligiyla
etkilesmektedir. Bu sekilde 1D ve 2D NMR bulgularindan yararlanilarak likorin ana
halka yapisinda bulunan A ve B halkalarinda yer alan proton ve karbon kimyasal kayma
degerleri yerlestirilmistir.

'H, 'H COSY deneyinde gériilen korelasyonlar (Tablo 38) & 4.51 (H-1), 3.92 (H-
2), 3.53 (H-3), 3.89 (H-4a) ve 2.99 (H-10b) protonlarinin, bilesigin C halkasindaki
dizilislerini dogrulamaktadir. HMBC deneyinde 6 4.51 (H-1)’deki protonun ¢ 55.80 (C-
4a)’deki karbonla, & 3.92 (H-2)’deki protonun ise 6 40.1 (C-10b)’deki karbonla 3 bag
aracihigyla etkilesmeleri, B ve C halkalarmin kaynastiklarimi ortaya koymaktadir. *H, *H
COSY deneyinde, 6 4.03, 3.78, 2.53 ve 2.35’deki protonlarin birbirleriyle etkilesmeleri,
likorin ¢ekirdeginin D halkasindaki iki metilen grubunun varligini dogrular niteliktedir.
HSQC deneyinde, 6 28.3 karbonu iizerinde yer aldiklari saptanan & 2.53, 2.35 (H-11)
protonlar1 6 55.8 (C-4a)’deki karbonla ve 6 42.3 (C-12) karbonu iizerinde yer aldiklari
saptanan 6 4.03, 3.78 (H-12) protonlar1 ise 6 162.9 (C-6)’deki karbonla 3Jen korelasyonu
gostermektedir. Bu verilerin degerlendirilmesiyle D halkasinin proton ve karbon
kimyasal kayma degerleri yerlestirilmistir.

NOESY spektrumundan elde edilen bulgularin molekiiler model {izerinde
degerlendirilmesiyle, H-10 (8 6.81) protonunun, H-1 (6 4.51) ile etkilesmesi, H-1’in S
yonlendigine isaret etmektedir. H-1 (6 4.51) ile etkilesen, & 2.99 (H-10b)’deki proton

ve 6 3.58’deki alifatik metoksil grubu da f yonlenmektedir. 6 3.53 (H-3)’deki protonun
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H-11 (6 2.53) ile etkilesmesi bu protonlarin £ oriyantasyonunda olduklarina isaret
etmektedir. Ayrica & 2.53 (H-11p)’deki protonun, & 4.03 (H-12)’deki protonla
korelasyonu, bu protonun da f yonlendigini ortaya koymaktadir. & 3.93’deki aromatik
metoksil grubu H-7 (6 7.60) ile ve 6 3.95’deki aromatik metoksil ise H-10 (& 6.81) ile
etkilestiginden sirasiyla 8 ve 9 numarali katerner karbonlara bagli olduklarini
kanitlanmistir.

Elde edilen bitiin bulgular 1s1ginda GF-2 kodlu bilesigin doga i¢in yeni bir bilesik
olan, oksoinkartin oldugu tespit edilmistir. Bilesige ait proton ve karbon kimyasal kayma

degerleri asagida agik kimyasal formiil iizerinde gosterilmistir.

3.95
MeO

3.93
MeO
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Bilesigin asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibitor aktivite tayini in vitro
Ellman esasina dayali mikroplaka deneyiyle yapilmistir. Pozitif kontrol olarak
galantaminin (ICsp 0.15 uM) kullanildig1 deneylerde aktivite gézlenmemistir.

4.3. GF-3 [(-)-3,11-O-diasetil-9-O-demetilmaritidin]

D kodlu ana fraksiyon iizerinde yapilan preparatif siitun kromatografisi sonucunda
elde edilen 7-9 No’lu fraksiyon, preparatif ince tabaka kromatografisi yontemiyle
saflastirilip, 13 mg agirliginda, optikge aktif olan ([a]p -61°) GF-3 kodlu bilesik izole
edilmistir.

Bilesigin "H NMR spektrumu, 400 MHz spektrometresinde, détoro kloroform
i¢cinde alinmis olup spektrumda toplam yirmi iki protona ait sinyal goriilmektedir.

Bilesige ait ‘H NMR spektrumu incelendiginde, aromatik sahada, & 6.98 ve
6.52’de singlet seklinde izlenen aromatik protonlara ait sinyaller, para konumunda
bulunan iki protonun varligina isaret etmektedir. Ayrica etkilesme katsayilari 10 Hz olan
iki olefinik protona (6 6.46 ve 6.08) ait sinyaller izlenmektedir.

Alifatik alanda ise, 6 5.37 ve 4.99’de goriilen sinyallerin kimyasal kayma
degerlerinin nispeten asagi alanda olmasi bu protonlarin oksijen gibi bir heteroatoma
komsu olabileceklerini diisiindiirmektedir. Ayrica & 1.99 ve 1.98’de iicer proton
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degerinde singlet seklinde, metil gruplarna ait sinyaller gézlenmistir. Bu durumda
molekiilde iki adet asetil grubunun varlifindan bahsetmek miimkiindiir. Etkilesme
katsayilar1 16.4 Hz olan 6 4.39 ve 3.76’deki protonlar benzilik metilen gruplarina ait
olup, bir heteroatoma komsu olduklarindan dolayr asagi alana kaydiklarini séylemek
mimkiindiir. Ayrica d 2.15 ve 1.90’de izlenen sinyallerin de (J 14) ayr1 bir geminal g¢ift
olusturduklar diistiniilmektedir. Bunlara ilaveten, & 3.36-3.45 civarinda multiplet olarak
izlenen iki proton degerinde, 6 3.32’de bir proton degerinde, & 3.84’de ise aromatik
metoksil grubuna ait oldugunu diisiindiigiimiiz {i¢ proton degerinde sinyaller
goriilmektedir. 'H NMR spektrumunda N-metil grubuna ait sinyal mevcut degildir.

'"H NMR spektrumundan elde edilen bu 6n bulgularla literatiir verileri birlikte
degerlendirildiginde, GF-3 kodlu bilesigin hemantamin/krinin, likorin veya montanin tip
cekirdege sahip bir Amaryllidaceae alkaloidi olabilecegi distiniilmiistir. Ancak
molekiilde, trans etkilesim gosteren visinal protonlarin bulunmamasi ve iki olefinik
hidrojenin bulunmasindan dolay: hemantamim/krinin ¢ekirdegine sahip olma olasiliginin
daha yiiksek oldugu soylenebilir.

Bilesigin *C NMR spektrumunda ise toplam yirmi adet karbona ait sinyaller
bulunmaktadir. 6 169.9 ve 170.5°de rezonans yapan karbonlarin kimyasal kayma
degerleri karbonil gruplar i¢in, 6 55.9°deki i1se metoksil grubu i¢in uygundur. Ayrica IR
spektrumunda 1735 cm™ de gozlenen absorpsiyon molekiilde karbonil gruplarmimn
varligint dogrulamaktadir. 8 144.6 ve 145.9°de rezonans yapan karbonlarin kimyasal
kayma degerleri oksijenli fonksiyonel gruplara a-konumda olan katerner karbonlar igin
uygundur. Cift dimensiyonlu NMR tekniklerinden biri olan HSQC deneyinde *Jc
korelasyonlarinin  degerlendirilmesiyle, hidrojenlerin  iizerlerinde yer aldiklan
karbonlarin eslestirilmesi miimkiin olmustur. Birbirlerine gére para konumunda yer alan
singlet seklinde izlenen protonlarin iizerlerinde yer aldig: karbonlar 6 109.8 (C-10) ve
108.9 (C-7)’de rezonans gostermislerdir. & 129.3 (C-1) ve 127.5 (C-2)’de izlenen
sinyaller molekiilde olefinik bagin oldugunu dogrulamaktadir. Bunlarin disinda, **C
NMR spektrumunda, 3 adet metin (3 80.3, 66.4 ve 63), 3 adet metilen (& 60.9, 60.6 ve
29.4) ve 1 adet (6 48.6) katerner karbona ait sinyaller yer almaktadir. Son olarak § 21.19

ve 21.17°de 2 adet metil karbonuna ait sinyaller goriilmektedir.
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HR-ESI kiitle spektrumu incelendiginde, (m/z 374.1595 [M+H]") bilesige ait
kapali formiiliin C2H2306N oldugu tespit edilmistir. Bilesigin yapisini kesin olarak
belirleyebilmek icin, HSQC deneyine ilaveten diger 2D NMR tekniklerinden (*H, *H,
COSY, HMBC ve NOESY) yararlaniimstir.

HMBC deneyinde & 6.98 (H-10)’de izlenen proton, *Jc araciligiyla & 145.9 (C-8),
124.3 (C-6a) ve 48.6 (C-10b) karbonlariyla, 2Jcy araciligiyla ise & 144.6 (C-9) ve 133.5
(C-10a) karbonlariyla etkilesmektedir. 6 6.52 (H-7)’de izlenen proton, & 144.6 (C-9),
133.5 (C-10a) ve 60.9 (C-6) karbonlariyla 3 bag araciligiyla, 6 145.9 (C-8) ve 124.3 (C-
6a) karbonlariyla 2 bag araciligiyla korelasyon gostermektedir. H-6 (6 4.39)’daki
protonla & 63 (C-4a)’de rezonans yapan karbon, 3 bag araciligi ile korelasyon
gostermektedir. Buna ilaveten H-6 (& 3.76)’daki protonla ise yine 3 bag araciligiyla o
60.6 (C-12) karbonuyla etkilesmektedir. Bunlarin disinda 6 4.99 (H-11)’de izlenen
proton 2 bag araciligi ile C-12 (6 60.6), 3 bag araciligryla C-4a (63) karbonlariyla
etkilesmektedir. Boylece 1D ve 2D NMR bulgularindan yararlanilarak muhtemel bir
krinin/nemantamin ¢ekirdeginde yer alan A, B ve D halkalarinda bulunan proton ve
karbon kimyasal kayma degerleri yerlestirilmistir.

HMBC deneyinde 6 6.46 (H-1)’de izlenen proton, 3JcH aracihgiyla 6 133.5 (C-
10a) ve 66.4 (C-3) karbonlaryla, 2Jcy aracihgiyla ise & 48.6 (C-10b) karbonuyla
etkilesmektedir. & 6.08 (H-2)’de izlenen proton, 6 48.6 (C-10b) ve 29.4 (C-4)
karbonlariyla 3 bag aracihigiyla, 6 66.4 (C-3) karbonuyla 2 bag araciligiyla korelasyon
gostermektedir. Ayrica 6 1.90 (H-4)’de izlenen proton, 3JcH araciligiyla 6 127.5 (C-2) ve
48.6 (C-10b) karbonlartyla, 2Jc araciligiyla ise & 66.4 (C-3) karbonuyla etkilesmektedir.
Son olarak HMBC deneyinde, & 5.37 (H-3) ve 6 4.99 (H-11)’de izlenen protonlar 3 bag
aracilifiyla sirastyla, 6 1705 ve o 169.9°de rezonans gosteren karbonlarla
etkilesmektedir.

Boylece 1D ve 2D NMR bulgularindan yararlanilarak bilesikte bulunan proton ve
karbon kimyasal kayma degerleri yerlestirilmistir. *H, 'H COSY deneyinde gériilen
korelasyonlar (Tablo 33) bilesikteki C ve D halkalarindaki protonlarin diziliglerini
dogrulamaktadir. Biitiin bu bulgularin 1s18inda GF-3 kodlu bilesigin 3 ve 11
konumlarinda asetil grubu tasiyan krinin veya hemantamin tip bir Amaryllidaceae

alkaloidi olabilecegini sdylemek miimkiindiir.
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Krinin/Hemantamin tip alkaloitlerin mutlak konfigiirasyonlarmin CD (Circular
Dichroism) yontemiyle saptanabildigi bilinmektedir. GF-3 kodlu bilesigin CD
spektrumu alindiginda 258 nm’de minimum, 286 nm’de ise maksimum izlenmekte olup,
a-konumda 5, 10b-etano kopriisii tasiyan hemantamin tip alkaloitlerin CD
spektrumlariyla benzer oldugu tespit edilmistir (403).

Bilesigin konfigiirasyonel niteliklerinin belirlenebilmesi icin NOESY deneyinden
yararlanilmistir. 6 4.39 (H-6) ve 6 1.90 (H-4)’deki protonlarin H-4a (6 3.36-3.45) ile
etkilesmesi, bu protonlarin # oryantasyonda olduklarina isaret etmektedir. Boylece 6 ve
4 numarali konumlarda yer alan & 3.76 (H-6), 6 2.15 (H-4) protonlarinin a olarak
yonlendikleri ortaya ¢ikmaktadir. H-3 (8 5.37)’iin H-4a (6 2.09) protonu ile belirgin
olarak etkilesmesi, H-4a ile korelasyon gdstermemesi, H-3 protonunun o oryantasyona
sahip olabilecegine isaret etmektedir. Ayrica bilesige ait 'H NMR spektrumunda H-3 (3
5.37) protonunun H-1 (3 6.46) ile etkilesmemesi ve H-2 (8 6.08) ile ~5 Hz degerinde
etkilesme katsayisina sahip olmasi bulgumuzu destekler niteliktedir (Tablo 33) (404).

NOESY spektrumunda, & 4.99 (H-11)’deki protonun H-1 (6 6.46) ve H-10 (3
6.98) ile etkilesmesi H-11"in endo, H-12 (6 3.32)’nin ise H-4a (3 2.15) ile etkilesmesi H-
12 (6 3.32)’nin ekso konumda oldugunu diisiindiirmektedir. Son olarak 6 3.84’deki
aromatik metoksil grubu H-7 (5 6.52) ile etkilestiginden 8 numarali katerner karbona (5
145.9) bagh oldugu kanitlanmistir.

Elde edilen biitiin bulgular ve literatiir verileri degerlendirildiginde 3,11-O-
diasetil-9-O-demetilmaritidin olarak isimlendirilen GF-3 kodlu bilesigin doga i¢in yeni
bir bilesik oldugu tespit edilmistir. Bilesige ait proton ve karbon kimyasal kayma

degerleri asagida agik kimyasal formiil tizerinde gosterilmistir.
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Bilesigin antikolinesteraz aktivite tayini in vitro Ellman esasina dayal
mikroplaka deneyiyle yapilmistir. Pozitif kontrol olarak galantaminin (ICsp 0.15 uM)
kullanildig: anti-asetilkolinesteraz aktivite tayininde GF-3 kodlu bilesige ait 1Csp degeri
67.4 uM olarak hesaplanmis olup, bilesigin biitirilkolinesteraz enzimini inhibe edici

etkisi gozlenmemistir.

4.4. GF-4 [(-)-Galantamin]

K-L kodlu ana fraksiyonun preparatif siitun kromatografisine tabi tutulmasinin
ardindan, 6-9 nolu ara fraksiyondan preparatif .T.K. yontemiyle elde edilen 11.9 mg
agirligindaki ve optikge aktif olan ([a]p -98) bilesige GF-4 kodu verilmistir.
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Bilesigin 'H NMR spektrumu, 400 MHz NMR spektrometresinde, détoro
kloroform i¢inde alinmistir. Spektrumda toplam yirmi protona ait sinyal goriilmektedir.

Aromatik sahada ¢ 6.66 ve 6.62’de gozlenen, dublet (J 8 Hz) seklindeki iki proton
sinyalinin bulunmasi bize orto konumunda iki proton tasiyan 1,2,3,4-tetrastibstitlie bir
aromatik halkanin varligini distindiirmektedir. Ayrica & 6.05 ve 6.00°de izlenen
sinyaller, yapida olefinik protonlarin varligina isaret etmektedir.

Alifatik alanda ise toplam on alt1 protona ait sinyal izlenmistir.  4.61 ve 4.14’de
goriilen sinyallerin kimyasal kayma degerlerinin nispeten asagi alanda goriilmesi
oksijenli bir heteroatoma komsu olabileceklerine isaret etmektedir. 6 4.11 ve 3.7°de
bulunan ve etkilesme katsayilar1 15.2 Hz olan benzilik metilen grubu protonlarina ait
sinyaller goriilmektedir. Ayrica o 3.29 ve 3.07°deki sinyaller de ayr1 bir geminal cift
olusturmaktadir. Bu geminal ciftlerin kimyasal kayma degerlerinin nispeten asag1 alanda
goriilmesi azot gibi bir heteroatoma komsu olabileceklerine isaret etmektedir. Bunlarin
disinda 6 2.68 ve 2.00°de (J 15.7 Hz), 6 2.08 ve 1.59’de (J 13.4) izlenen proton sinyalleri
iki ayr1 geminal ¢ift olusturmaktadir.

0 3.84 ve 0 2.42°de izlenen li¢ proton degerindeki sinyaller sirasiyla aromatik
metoksil ve N-metil gruplarinin varligina isaret etmektedir.

'H NMR spektrumunda, aromatik sahada orto konumunda iki protona ait
sinyallerin bulunmasi, ayrica alifatik alanda N-metil grubuna ait sinyalin goriilmesi
sonucunda bilesigin galantamin tip cekirdege sahip bir Amaryllidaceae alkaloidi
olabilecegi distinilmistiir.

Bilesige ait ESI kiitle spektrumu m/z 288’de [M+H]" gézlenmistir. Elde edilen
spektral bulgular ve literatiir verileri birlikte degerlendirildiginde GF-4 kodlu bilesigin
Amaryllidaceae alkaloitlerinden, galantamin adli alkaloit oldugu tespit edilmistir.
Bilesige ait proton kimyasal kayma degerleri literatiirle de uyumlu olup (294, 405, 406)

asagida acik kimyasal yapis1 verilen bilesik tizerinde gosterilmistir.
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Galantamin daha 6nce Amaryllidaceae familyasindan Narcissus tazetta (407, 408),
N. obesus (409), N. pseudonarcissus (406), Leucojum aestivum (408), Crinum
giganteum (408), Pancratium maritimum (408), Sternbergia colchiciflora (408),
Zephyranthes robusta (285), Cyrtanthus contractus (266), Galanthus caucasicus (139),
G. elwesii (337, 341), G. ikariae (187), G. krasnovii (139), G. latifolius (139), G. nivalis
(228), G. woronowii (218), bitkilerinden izole edilmis olup, G. gracilis (270), G.
rizehensis (272) ve G. xvalentinei (273) tiirlerinde gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi ile varligi tespit edilmistir. Galanthus tiirleri tizerinde arastirma
grubumuz tarafindan yiiriitiilen fitokimyasal c¢alismalar kapsaminda, Gilineydogu
Anadolu bolgesinden toplanan G. fosteri bitkisinden izole edilmistir (410).

Galantamin analjezik (9), antiviral (12), sitotoksik (13, 14), antimikrobiyal ve
antioksidan (15) gibi degisik aktivitelere sahip olup, asetilkolinesteraz inhisiyonu (17,
18, 19) etkisi nedeniyle Alzheimer Hastaligi’nda kullanilmaktadir. Daha once farkli bir
calisgmada rapor edilen (285) butirilkolinesteraz inhibisyon tayini bu c¢aligmada

tekrarlanmis olup, ICsg degeri 0.711 uM olarak hesaplanmuistir.

219



4.5. GF-5 [(-)-Galantin]

M kodlu ana fraksiyon iizerinde yapilan preparatif siitun calismasiyla elde edilen
6-9 No’lu fraksiyon daha sonra preparatif ince tabaka kromatografisi yontemiyle
saflastirilip, 10 mg agirhiginda ve optikce aktif olan ([a]p -65°) GF-5 kodlu bilesik izole
edilmistir.

Bilesigin '"H NMR spektrumu, 400 MHz spektrometresinde, dotoro kloroform
icinde alinmis olup spektrumda toplam yirmi iki protona ait sinyal goriilmektedir.

Aromatik sahada, 6 6.85 ve 6.62°de singlet seklinde izlenen birer proton
degerindeki sinyaller, aromatik halkada, birbirlerine para konumunda bulunan iki
hidrojenin varligina isaret etmektedir. Buna ilaveten & 5.60°de bir proton degerindeki ve
nispeten asagi alanda gozlenen genis singlet sinyali, bilesikte olefinik proton
bulunabilecegini diistindiirmektedir.

Alifatik sahada ise, 6 4.15 ve 3.51’de (J 14.0 Hz) bulunan ve geminal ¢ift
olusturduklart diisiiniilen sinyallerin asag1 alanda ¢ikmalari, bu protonlarin azot gibi bir
heteroatoma komsu olduklarina isaret etmektedir. 6 4.66 ve 3.84 gibi nispeten asagi
alanda rezonans gosteren protonlarin ise oksijen gibi bir heteroatoma komsu olduklari
diistiniilmektedir. 6 3.89 ve 3.84’de iicer proton degerinde iki adet aromatik O-metil
grubuna, 6 3.51°de li¢ proton degerinde alifatik O-metil grubuna ait olabilecegini
diisiindiigiimiiz sinyaller gézlenmistir. Bu protonlarin disinda alifatik alanda, 6 2.62 ve
2.73’de ikiser proton degerinde ve multiplet seklinde sinyaller, 3 3.36 ve 2.37’de ise
birer proton degerinde multiplet olarak izlenen sinyaller gozlenmektedir. Spektrumda N-
metil grubuna ait sinyal goriilmemistir.

Bilesige ait ESI kiitle spektrumu m/z 318’de [M+H]" izlenmistir. Elde edilen
spektral bulgular ve literatiir verileri birlikte degerlendirildiginde, GF-5 kodlu bilesigin
Amaryllidaceae alkaloitlerinden likorin alt grubuna ait galantin adli alkaloit oldugu
saptanmistir. Bilesige ait proton kimyasal kayma degerleri literatiirle de uyumlu olup

(294, 341) asagida agik kimyasal yapisi verilen bilesik tizerinde gosterilmistir.
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Galantin daha 6nce Amaryllidaceae familyasinda Narcissus serotinus (411), N.
panizzianus (412), Zephyranthes robusta (285), Lycoris sanguinea (413), Galanthus
elwesii (341), G. ikariae (334), G. caucasicus (408), G. woronowii (218, 408)
bitkilerinden izole edilmis olup, gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi yontemiyle G.
rizehensis (272), tiiriinde varlig tespit edilmistir. G. fosteri bitkisinde bulunusu ise ilk
kez bu arastirmada rapor edilmektedir.

GF-5 kodlu bilesik tizerinde butirilkolinesteraz inhibitor aktivite tayini in vitro
Ellman esasina dayali mikroplaka deneyiyle yapilmigtir. Pozitif kontrol olarak
galantaminin (ICsp 0.15 uM) kullanildig1 deneyde galantine ait 1Cso degeri 12.02 uM
olarak hesaplanmistir. Asetilkolinesteraz inhibitor aktivite tayini ise daha once ayni
yontemle ¢alisma grubumuz tarafindan yapilmistir (272). Galantine ait antikolinesteraz

aktivite deneyleri literatiirde mevcuttur (272, 285).

4.6. GF-6 [(-)-9-O-Metilpsodolikorin]

O kodlu ana fraksiyon iizerinde yapilan preparatif siitun ¢alismasiyla elde edilen
21-25 No’lu fraksiyon daha sonra preparatif ince tabaka kromatografisi yontemiyle
saflastirilarak elde edilen 4 mg agirli§inda ve optikge aktif olan ([a]p -25°) bilesige GF-

6 kodu verilmistir.
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Bilesigin "H NMR spektrumu, 400 MHz spektrometresinde, détoro metanol iginde
alinmis olup, spektrumda toplam on dokuz protona ait sinyal goriilmektedir.

Aromatik sahada, o 6.95 ve 6.75’de singlet seklindeki birer protonluk sinyaller,
aromatik halkada ve birbirlerine para konumunda bulunan iki hidrojenin varligina isaret
etmektedir. Buna ilaveten, spektrumda asagi alanda & 5.54’de izlenen genis singlet
sinyali bilesikte olefinik protonun varligini diistindiirmektedir.

Alifatik sahada ise, 0 4.52 ve 4.18’de gozlenen sinyaller, oksijen gibi bir
heteroatoma komsu protonlarin olabilecegine isaret etmektedir. Ayrica & 2.87 ve
2.73’deki proton sinyallerinin, birbirleriyle bdliinen (J 10.8 Hz) trans visinal protonlara
ait olabilecegi disiiniilmektedir. 6 4.15 ve 3.54’de (J 14.4 Hz) izlenen ve metilen
protonlarina ait olduklar1 diisliniilen sinyallerin, nispeten asagi alanda ¢ikmalari, bu
protonlarin azot gibi bir heteroatoma komsu olduklarina isaret etmektedir. Bunlarin
disinda, & 3.32 ve 2.43°de iki adet birer proton degerinde multiplet seklinde izlenen
sinyaller, 8 2.62°de ise iki proton degerinde multiplet seklindeki sinyal bulunmaktadir.
Son olarak alifatik alanda, & 3.85 ve 3.80°de aromatik O-metil gruplarina ait sinyaller
mevcuttur. Spektrumda N-metil grubuna ait sinyal goriilmemistir.

Bilesige ait ESI kiitle spektrumu m/z 304’de [M+H]" izlenmistir. Elde edilen
spektral bulgular ve literatiir verileri birlikte degerlendirildiginde GF-6 kodlu bilesigin,
Amaryllidaceae alkaloitlerinden, likorin alt grubuna ait 9-O-metilpsddolikorin adli
alkaloit oldugu saptanmistir. Bilesige ait proton kimyasal kayma degerleri literatiirle de

uyumlu olup (294) asagida agik kimyasal yapisi verilen bilesik tizerinde gosterilmistir.

2.62

2.43
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9-O-Metilpsodolikorin Amaryllidaceae familyasinda Narcissus (294) cinsinden
rapor edilmistir. Daha 6nce herhangi bir Galanthus tiirtinde varligi saptanmamis olup,
ilk kez tarafimizdan rapor edilmektedir.

GF-6 kodlu bilesik iizerinde ilk kez tarafimizdan yapilan antikolinesteraz aktivite
tayini, pozitif kontrol olarak galantaminin (ICso 0.15 pM) kullanildigi in vitro Ellman
esasina dayali mikroplaka deneyiyle yapilmistir. Anti-asetilkolinesteraz ve anti-
butirilkolinesteraz aktivite tayini deneylerinde, bilesige ait ICsy degerleri sirasiyla 2.84

uM ve 1.50 uM olarak hesaplanmustir.

4.7. GF-7 (O,N-Dimetilnorbelladin)

O kodlu ana fraksiyon iizerinde yapilan preparatif siitun ¢alismasiyla elde edilen
21-25 No’lu fraksiyon daha sonra preparatif ince tabaka kromatografisi yontemiyle
saflastirilip, 4 mg agirhiginda GF-7 kodlu bilesik elde edilmistir.

Bilesigin "H NMR spektrumu, 400 MHz spektrometresinde, détoro metanol iginde
alinmis olup, spektrumda toplam on dokuz protona ait sinyal goriillmektedir.

Bilesige ait 'H NMR spektrumu incelendiginde, aromatik sahada yedi adet proton
bulunmaktadir. Bu protonlara ait sinyallerden; 6 7.06’de iki proton degerinde, dublet (J
8.8 Hz) seklinde ve & 6.75’de yine iki proton degerinde, dublet (J 8.8 Hz) seklinde
gozlenen sinyaller yapida 1,4-disiibstitiie benzen halkasinin varhigina isaret etmektedir.

Bunlara ilaveten, aromatik sahada & 7.01°de dublet (J 8 Hz), & 6.95’de dublet (J 2
Hz), 6 6.93’de ise dublet-dublet (J 8.0, 2.4 J Hz) seklinde birer proton degerinde
sinyaller izlenmistir. Bu proton sinyallerinin bolinmeleri ve etkilesme katsayilar goz
ontine alindiginda, bu protonlarin yapida bir ABX sistemini olusturduklari tespit
edilmistir. ABX sisteminin bulundugu yapida, protonlarin bagli oldugu aromatik
halkanin 1, 3, 4- trisiibstitiie benzen halkasi olmasin1 gerektirmektedir.

Alifatik sahada ise 3 adet iki proton degerinde sinyaller yapida metilen gruplarinin
varliina isaret etmektedir. S6z konusu metilen gruplarina ait sinyaller; 6 4.23’de genis
singlet, & 3.26’de multiplet ve 6 2.97°de triplet (J 8.8, 8.2 Hz) seklinde gbzlenmistir. &
4.23 ve 6 3.26’de goézlenen protonlara ait sinyallerin kimyasal kayma degerlerinin
nispeten asagl alanda olmasi, bu protonlarin azot gibi bir heteroatoma komsu

olabileceklerine isaret etmektedir.
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Ayrica bilesige ait 'H NMR spektrumunda singlet olarak izlenen ii¢ proton
degerinde (& 3.88) aromatik metoksil grubuna ait oldugunu diislindiigiimiiz bir sinyal
bulunmaktadir. 6 2.81°de goriilen ii¢ proton degerindeki singlet seklindeki sinyal, N-
metil grubunun varligin diisiindiirmektedir.

Bilesige ait ESI kiitle spektrumu m/z 288’de [M+H]" izlenmistir. Elde edilen
spektral bulgular ve literatiir verileri birlikte degerlendirildiginde GF-7 kodlu bilesigin
O,N-dimetilnorbelladin oldugu tespit edilmistir. Bilesige ait proton kimyasal kayma
degerleri literatiirle de uyumlu olup (414) asagida agik kimyasal yapisi verilen bilesik

lizerinde gosterilmistir.
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O,N-dimetilnorbelladin daha Once Amaryllidaceaec familyasinda Pancratium
maritimum L. (414) bitkisinde varlig1 tespit edilmistir. Galanthus genusunda ise varligi
ilk kez bu ¢alismada rapor edilmistir.

GF-7 kodlu bilesik tizerinde antikolinesteraz aktivite tayini ilk kez tarafimizdan in
vitro Ellman esasina dayali mikroplaka deneyiyle bu calismada yapilmistir. Pozitif
kontrol olarak galantaminin (ICsp 0.15 uM) kullanildigr anti-asetilkolinesteraz ve anti-
butirilkolinesteraz deneylerinde, bilesige ait ICsy degerleri sirasiyla 51.83 uM ve 1.51
uM olarak hesaplanmistir.
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4.8. GF-8 [(+)-11-0O-asetil-9-O-demetilmaritidin]

O kodlu ana fraksiyon iizerinde yapilan preparatif siitun kromatografisi sonucunda
elde edilen 26-39 No’lu fraksiyon, tekrar preparatif siitun kromatografisine tabi tutuldu.
Buradan elde edilen 12-15 No’lu fraksiyon preparatif ince tabaka kromatografisi
yontemiyle saflastirtlip, 13 mg agirliginda, optikge aktif olan ([a]p +5°) GF-8 kodlu
bilesik elde edilmistir.

Bilesigin 'H NMR spektrumu, 400 MHz spektrometresinde, dotoro kloroform
icinde alinmis olup spektrumda toplam on dokuz protona ait sinyal izlenmektedir.

Bilesige ait 'H NMR spektrumu incelendiginde, aromatik sahada, & 6.88 ve
6.64’de singlet seklinde izlenen sinyaller para konumunda bulunan iki protonun
varligina, 6 6.31 ve 6.09’de izlenen ve etkilesme katsayilar1 10.4 Hz olan sinyaller ise iki
olefinik protonun varligina isaret etmektedir.

Alifatik alanda ise, & 4.93’de goriilen sinyalin kimyasal kayma degerinin nispeten
asag1 alanda olmasi bu protonun oksijen gibi bir heteroatoma komsu olabilecegine isaret
etmektedir. Ayrica & 1.96’de ii¢ proton degerinde singlet seklinde, metil grubuna ait
oldugunu diisiindiigiimiiz sinyal gozlenmistir. Bu durumda molekiilde bir adet asetil
grubunun varligindan bahsetmek miimkiindiir. Buna ilaveten oksijen gibi bir
heteroatoma komsu olabilecek, kimyasal kayma degeri asagi alanda bulunan, (6 4.28)
protona ait sinyal mevcuttur. Etkilesme katsayilar1 16.8 Hz olan, & 4.33 ve 3.80°de
izlenen sinyaller benzilik metilen gruplarina ait olup, azot gibi bir heteroatoma komsu
olduklarindan dolay1 asag: alana kaydiklarini sdylemek miimkiindiir. Ayrica 6 2.09 ve
1.86°de izlenen sinyallerin de (J 13.2) ayrnt bir geminal ¢ift olusturduklar
diisiiniilmektedir. Bunlara ilaveten, & 3.40-3.45 araliginda iki proton, 6 3.25’de bir
proton degerinde, & 3.80’de ise aromatik metoksil grubuna ait oldugunu diisiindiigiimiiz
ii¢ proton degerinde sinyal goriilmektedir. *H NMR spektrumunda N-metil grubuna ait
sinyal mevcut degildir.

C NMR spektrumunda ise toplam on sekiz adet karbona ait sinyaller
bulunmaktadir. 8 170.5’de rezonans gdsteren karbonun kimyasal kayma degeri karbonil
grubu icin, & 55’deki ise metoksil grubu i¢in uygundur. Ayrica IR spektrumunda 1733
cm™ de gozlenen absorpsiyon molekiilde karbonil grubunun varligii dogrulamaktadir.

Cift dimensiyonlu NMR tekniklerinden biri olan HSQC deneyinde 1JCH
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korelasyonlarinin  degerlendirilmesiyle, hidrojenler ile Tizerlerinde yer aldiklar
karbonlarin eslestirilmesi miimkiin olmustur. Birbirlerine gére para konumunda yer alan
singlet seklinde izlenen protonlarin tizerlerinde yer aldigi karbonlar 6 109.79 (C-7) ve
109.84 (C-10)’de rezonans gostermislerdir. 6 125.8 (C-1) ve 131.2 (C-2)’de izlenen
sinyaller molekiilde olefinik bagmn oldugunu dogrulamaktadir. Bunlarm disinda, *C
NMR spektrumunda, 3 adet metin (5 80.2, 63 ve 62.4), 3 adet metilen (3 60, 59.3 ve
31.7) ve 1 adet katerner (6 48.6) karbonlara ait sinyaller yer almaktadir. Son olarak metil
karbonuna ait (6 19.7) sinyal goriilmektedir.

Bilesige ait HR-ESI kiitle spektrumu incelendiginde (m/z 332.1511 [M+H])
kapali formiiliin C1gH21NOs oldugu tespit edilmistir.

1D NMR ve HSQC deneylerinden elde edilen bu bulgular, bilesigin hemantamin
tip bir alkaloit olan GF-3 kodlu ((-)-3,11-O-diasetil-9-O-demetilmaritidin) bilesik ile
oldukca benzer oldugunu ortaya koymustur. Ancak 3,11-O-diasetil-9-O-
demetilmaritidinin, 1D NMR spektrumlarinda C-3 ve C-11 konumlarinda 2 asetil
grubuna ait sinyaller (Tablo 33) izlenirken, GF-8 kodlu bilesikte ise tek asetil grubuna
ait sinyaller (Tablo 34) g6zlenmistir.

Bilesigin yapisini kesin olarak belirleyebilmek i¢cin, HSQC deneyine ilaveten diger
2D NMR tekniklerinden (*H, 'H COSY, HMBC ve NOESY) yararlanilmustir.

HMBC deneyinde 6 6.88 (H-10)’de izlenen proton, 3Jcn araciligryla 8 145.2 (C-8),
123.2 (C-6a) ve 48.6 (C-10b) karbonlariyla, 2Jcy araciligiyla ise § 146.9 (C-9), 133.2 (C-
10a) karbonlariyla etkilesmektedir. 6 6.64 (H-7)’de izlenen proton, & 146.9 (C-9), 133.2
(C-10a) ve 60 (C-6) karbonlariyla 3 bag araciliiyla, & 145.2 (C-8), ve 123.2 (C-6a)
karbonlariyla 2 bag araciligiyla korelasyon gostermektedir. H-6 (6 3.80)’daki proton, o
109.8 (C-7), 62.4 (C-4a), 59.3 (C-12), 133.2 (C-10a)’de rezonans gdsteren karbonlarla 3
bag aracilign ile, 6 123.2 (C-6a)’de rezonans yapan karbonla 2 bag araciligiyla
korelasyon gostermektedir. Buna ilaveten H-4a (& 3.40-3.45)’daki proton ise yine 3 bag
aracihigiyla 59.3 (C-12) Kkarbonuyla etkilesmektedir. Krinin/hemantamin tip bir
Amaryllidaceae alkaloidi oldugunu diisiindiiglimiiz bilesigin 1D ve 2D NMR
bulgularindan yararlanilarak A, B ve D halkalarinda bulunan proton ve karbon kimyasal

kayma degerleri yerlestirilmistir.
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HMBC deneyinde & 6.31 (H-1)’de izlenen proton, *Jcy araciligiyla & 133.2 (C-
10a) ve 62.9 (C-3) karbonlariyla, 2Jcy araciligiyla ise & 48.6 (C-10b) ve 131.2 (C-2)
karbonlariyla etkilesmektedir. 6 6.09 (H-2)’de izlenen proton, 6 48.6 (C-10b) ve 31.7 (C-
4) karbonlariyla 3 bag araciligiyla, 6 62.9 (C-3) ve 125.9 (C-1) karbonuyla 2 bag
aracihiiyla korelasyon gostermektedir. Ayrica & 1.86 (H-4)’de izlenen proton, *Jcy
araciligtyla & 131.2 (C-2) ve 48.6 (C-10b) karbonlariyla, 2Jcy araciligiyla ise & 62.9 (C-
3) ve 62.4 (C-4a) karbonlariyla etkilesmektedir. Son olarak HMBC deneyinde, 6 4.93
(H-11)’de izlenen proton ise 6 170.5’de rezonans gosteren karbonla etkilesmektedir. Bu
durumda asetil grubunun C-11de yer aldig tespit edilmistir.

Boylece 1D ve 2D NMR bulgularindan yararlanilarak bilesikte bulunan proton ve
karbon kimyasal kayma degerleri yerlestirilmistir. 'H, *H COSY deneyinden elde edilen
bulgular (Tablo 34) molekiilin C ve D halkalarina ait protonlarin dizilislerini
dogrulamaktadir.

GF-8 kodlu bilesigin mutlak konfigiirasyonunu belirlemek amaciyla, CD (Circular
Dichroism) spektrumu alinmis olup, 258 nm’de minimum, 286 nm’de ise maksimum
izlenmistir. Bu durumda bilesige ait CD spektrumunun a-konumda 5, 10b-etano kopriisii
tastyan hemantamin tip alkaloitlerin CD spektrumlariyla benzer oldugu tespit edilmistir
(403).

NOESY spektrumundan elde edilen bulgularin molekiiler model iizerinde
degerlendirilmesiyle, 6 4.33 (H-6) ve & 1.86 (H-4)’deki protonlarin H-4a (6 3.40-3.45)
ile etkilesmesi, bu protonlarin da g oryantasyonda olduklarini diisiindiirmektedir. Bu
durum, 6 3.80 (H-6) ve 6 2.09 (H-4)’de izlenen protonlarin a olarak yonlendiklerine
isaret etmektedir. H-3 (8 4.28)’tin H-4a (5 3.40-3.45) protonu ile etkilesmemesi ve H-4a,
(6 2.09) ile belirgin olarak korelasyon gostermesi H-3 protonunun a oryantasyona sahip
olabilecegine diisindiirmektedir. Bunun disinda bilesige ait 'H NMR spektrumunda H-3
(6 4.28) protonunun H-1 (6 6.31) ile etkilesmemesi ve H-2 (6 6.09) ile ~5 Hz degerinde
etkilesme katsayisina sahip olmasi da H-3’lin a olarak yonlendigine isaret etmektedir
Tablo (34) (404). Bu grup alkaloitlerde 3 konumunun konfigiirasyonunun saptanmasi
icin onemli bir kriter optik ¢evirmenin sayisal degeridir. Epi-tiirevler olarak tanimlanan
3o- siibstitiient tasiyan tiirevlerde optik ¢evirmenin sayisal degeri yaklasik 100° fazladir

(415). Bilesige ait [a]p degerinin +4 ¢ikmasi bulgumuzu destekler niteliktedir.
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Bunlara ilaveten, 6 4.93 (H-11)’deki protonun H-1 (6 6.31) ve H-10 (3 6.88) ile
etkilesmesi H-11 (8 4.93)’in endo, H-12 (3 3.25)’nin ise H-4a (8 2.09) ile etkilesmesi H-
12 (0 3.25)’nin ekso konumda oldugunu diisiindiirmektedir. Son olarak 6 3.80’deki
aromatik metoksil grubu H-7 (8 6.64) ile etkilestiginden 8 numarali katerner karbona (8
145.2) bagh oldugu kanitlanmistir.

Elde edilen biitiin bulgular ve literatiir verileri degerlendirildiginde (+)-11-O-
asetil-9-O-demetilmaritidin olarak isimlendirilen GF-8 kodlu bilesigin doga i¢in yeni bir
bilesik oldugu tespit edilmistir. Bilesige ait proton ve karbon kimyasal kayma degerleri

asagida agik kimyasal formiil tizerinde gosterilmistir.
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Bilesigin antikolinesteraz aktivite tayini in vitro Ellman esasina dayali mikroplaka
deneyiyle yapilmistir. Pozitif kontrol olarak galantaminin (ICsg 0.15 pM) kullanildigi
anti-asetilkolinesteraz ve anti-biitirilkolinesteraz aktivite tayini ¢alismalarinda, GF-8

kodlu bilesige ait ICsg degerleri sirasiyla 6.04 uM ve 7.43 uM olarak hesaplanmustir.

4.9. GF-9 (Hordenin)

T-U kodlu ana fraksiyon {izerinde yapilan preparatif siitun ¢aligmasiyla elde edilen
12-14 No’lu fraksiyon, tekrardan preparatif slitun kromatografisine tabi tutulmustur.
Daha sonra preparatif ince tabaka kromatografisi yontemiyle saflastirilarak elde edilen
10 mg agirliginda bilesige GF-9 kodu verilmistir.

Bilesigin "H NMR spektrumu, 400 MHz spektrometresinde, détoro metanol iginde
alinmis olup, spektrumda toplam on dort protona ait sinyal goriilmektedir.

Bilesige ait "H NMR spektrumu incelendiginde, aromatik sahada dért adet proton
bulunmaktadir. & 7.00’de ve & 6.69’de ikiser hidrojen degerinde, dublet (J 8.8 Hz) olarak
izlenen sinyallerin  varligi dikkat ¢ekmektedir. Bu sinyallerin varligi yapida
paradisiibstitiie benzen halkasinin olabilecegini diisiindiirmektedir.

Alifatik sahada ise iki adet ikiser proton degerinde, birbirlerine komsu iki metilen
grubuna ait olabilecek sinyaller izlenmektedir. Bu sinyallerden bir tanesi & 2.49’de
multiplet seklinde gbzlenirken, 6 2.67°de multiplet seklindeki sinyalin, kimyasal kayma
degeri gbz Oniine alindiginda bu protonun azot gibi bir heteroatoma komsu olabilecegini
diistindiirmektedir.

Ayrica bilesige ait "H NMR spektrumunda, alifatik alanda (5 2.28) goriilen alti
proton degerindeki singlet seklindeki sinyal ise, N-dimetil grubunun varligina isaret
etmektedir.

Bilesige ait ESI kiitle spektrumu m/z 166°de [M+H]" izlenmistir. Elde edilen
spektral bulgular ve literatiir verileri birlikte degerlendirildiginde GF-9 kodlu bilesigin
hordenin oldugu tespit edilmistir. Bilesige ait proton kimyasal kayma degerleri
literatlirle de uyumlu olup (341) asagida agik kimyasal yapist verilen bilesik {izerinde

gosterilmistir.
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Hordenin daha oOnce Cactaceac (416) basta olmak flizere, Fabaceae (417),
Ranunculaceae (418), Rutaceae (419), Chenopodiaceae (420) ve Asclepiadeceae (421)
familyalarina ait genuslarda rapor edilmistir. Amaryllidaceac familyasinda ise
Pancratium maritimum (414), Galanthus elwesii (341) ve G. plicatus’dan (340) izole
edilmis olup, gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi yontemiyle P. maritimum (422),
G. rizehensis (272) ve G. nivalis (347) tiirlerinde varhigi tespit edilmistir. Ayrica
Galanthus tiirleri iizerinde arastirma grubumuz tarafindan yiiriitilen fitokimyasal
caligmalar kapsaminda, Giineydogu Anadolu bolgesinden toplanan G. fosteri bitkisinden
de izole edilmistir.

GF-9 kodlu bilesigin antikolinesteraz aktivite tayini in vitro Ellman esasina dayal:
mikroplaka deneyiyle yapilmis olup, pozitif kontrol olarak galantamin (ICsp 0.15 uM)
kullanilmistir. Asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi deneylerinde
bilesige ait 1Cso degerleri sirasiyla 6.04 uM ve 7.43 puM olarak hesaplanmistir.
Literatirde hordenine ait antikolinesteraz aktivite ile ilgili yapilmis bir calisma

bulunmamaktadir.

4.10. GF-10 [(+)-Vittatin]

T-U kodlu ana fraksiyon iizerinde yapilan preparatif siitun kromatografisi
sonucunda elde edilen 12-14 No’lu fraksiyon tekrardan preparatif siitun
kromatografisine tabi tutulmustur. Elde edilen alt fraksiyonlar arasindan 15 No’lu
fraksiyon {izerinde preparatif I.T.K. ydntemi kullanilarak saflastirma yapilmis, 6 mg
agirliginda bilesik elde edilmistir. Optikge aktif olan ([a]p +24°) bu bilesige GF-10 kodu
verilmistir.

230



Bilesigin "H NMR spektrumu, 400 MHz spektrometresinde, détoro metanol iginde
alinmis olup, spektrumda toplam on alt1 protona ait sinyaller gériilmektedir.

Bilesige ait 'H NMR spektrumu incelendiginde, 6 6.93 ve 6.55’de iki singlet
seklinde izlenen aromatik protonlara ait sinyaller, para konumunda bulunan iki protonun
varligina isaret etmektedir. Ayrica spektrumda etkilesme katsayilar1 10 Hz olan iki
olefinik protona (6 6.62 ve 5.92) ait sinyaller izlenmektedir. Bunlarin disinda & 5.87°de
gorilen iki proton degerinde, singlet seklindeki sinyal metilendioksi grubunun varliina
isaret etmektedir.

Alifatik alanda, etkilesme katsayilar1 13.4 Hz olan 6 3.43 ve 2.94°de bulunan
protonlarin geminal ¢ift olusturduklar disiiniilmektedir. Ayrica 6 4.38 ve 3.84°de
izlenen dublet seklindeki sinyallerin (J 16.4 Hz) kimyasal kayma degerlerinin nispeten
asag1 alanda olmasi, azot gibi bir heteroatoma komsu olabilecek benzilik metilen
gruplarina ait olduklarina isaret etmektedir. Buna ilaveten, 6 4.27°de goriilen sinyalin
kimyasal kayma degerinin, nispeten spektrumun asagi alaninda izlenmesi, bu protonun
da bir heteroatoma komsu olabilecegine isaret etmektedir. Bunlarin disinda, alifatik
alanda, o 3.34, 2.15, 198, 191 ve 1.80’de birer proton degerinde sinyaller
gorilmektedir. Spektrumda metoksil ve N-metil gruplarina ait sinyaller mevcut degildir.

'H NMR spektrumundan elde edilen bu bilgiler 1siginda, bilesigin
krinin/nemantamin, likorin veya montanin tip c¢ekirdege sahip bir Amaryllidaceae
alkaloidi olabilecegi diistiniilmiistiir. Ancak molekiilde, trans etkilesim gosteren visinal
protonlarin ~ bulunmamasi, iki olefinik  hidrojenin  bulunmasindan  dolay:
krinin/nemantamin cekirdegine sahip olma olasiliginin yiiksek oldugu soylenebilir.

Literatiir verileriyle karsilastirildiginda elde edilen bulgularin 3 konumunda bir
hidroksil siibstitisyonu bulunan krinin/hemantamin halkas: i¢in uygun oldugu
saptanmigtir (323, 423). Bu grup alkaloitlerde, 3 konumunun konfigiirasyonunun
saptanmasi i¢in 6nemli bir kriter, optik c¢evirmenin sayisal degeridir. GF-12 kodlu
bilesigimizin metanol igerisinde Olgiilen optik ¢evirme derecesinin +24° olarak
saptanmasi, C-3 konumundaki hidroksil grubunun konfigiirasyonunun £ olduguna isaret
etmektedir. Zira (+)- krinin serisinde, 3p-hidroksil tasiyan tiirevlerin oldukga kiigiik
pozitif rotasyon degerleri verdigi, buna karsilik 3a-hidroksil tasiyan tirevlerde yaklasik

100°°1ik bir optik ¢evirme farkina neden oldugu tespit edilmistir (415).
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Bilesige ait ESI kiitle spektrumu m/z 272°de [M+H]" izlenmistir. Elde edilen
spektral bulgular ve literatiir verileri birlikte degerlendirildiginde GF-10 kodlu bilesigin
hemantamin tip Amaryllidaceae alkaloitlerinden vittatin oldugu saptanmistir. Bilesige ait
proton kimyasal kayma degerleri literatiirle de uyumlu olup, asagida agik kimyasal

yapist verilen bilesik lizerinde gosterilmistir. (323, 414, 423-429).

6.55

Vittatin alkaloidi daha once Amaryllidaceae familyasinda Galanthus trojanus
(339), G. elwesii (341) G. rizehensis (218) tiirlerinde ve Hippeastrum (193, 294, 423,
424, 430-432), Narcissus (394, 433), Pancratium (268, 400, 414, 425, 434, 435),
Sternbergia (268, 390, 429), Nerine (425), Hymenocallis (427, 436), Zephyranthes
(437), Crinum (438), Rodophiala (439) ve Lycoris (428) tiirlerinden rapor edilmistir. G.
fosteri bitkisinde varligi ise ilk kez bu ¢alismada bulunmustur.

GF-10 kodlu bilesik iizerinde butirilkolinesteraz inhibitor aktivite tayini in vitro
Ellman esasina dayali mikroplaka deneyiyle yapilmistir. Pozitif kontrol olarak
galantaminin (ICsp 0.15 puM) kullanildig1 deneyde vittatine ait 1Cso degeri 10.59 uM
olarak hesaplanmistir. Anti-asetilkolinesteraz aktivite tayini ise daha dnce ayn1 yontemle
calisma grubumuz tarafindan yapilmis olup aktif oldugu gézlenmemistir (229). Vittatine

ait antikolinesteraz aktivite deneyleri literatiirde mevcuttur (229, 285).
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V. BOLUM

SONUC VE ONERILER

Arastirmamizin ilk asamasinda, Tirkiye’de yabani olarak yetisen Galanthus
fosteri Baker bitkisinin tayinine yardimci olmak, Herba ve Bulbus Galanthi droglarina
ait ileride hazirlanabilecek monografilerin yazilmasina kaynak olusturabilmek amaciyla
cicek durumu sapi, kok, yaprak, ¢igek, meyve ve sogana ait anatomik karakterler
belirlenmis, toz drog 6rnekleri tizerinde de mikroskobik incelemeler yapilmastir.

Calismamizin ikinci asamasinda, Avrupa Farmakopesi’nde yer alan yoOntemler
esas alinarak, toplanan bitkisel materyalden hazirlanan CTU, CTA, MTU, MTA kodlu
ornekler iizerinde kalite kontrol deneyleri (kurutmada kayip, total kiil, siilfat kiili ve
hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil) yapilmistir. Elde edilen bulgulardan, G. fosteri
bitkisinin kaynak olarak secildigi Herba ve Bulbus Galanthi droglart igin, ileride
hazirlanabilecek monografilerde yer alabilecek kalite kontrol deneylerine ait smir
degerlerin saptanmasinda yararlanilabilir.

Herba ve Bulbus Galanthi droglarmin kalite ozelliklerinin saptanmasinda
yararlanilabilecek bir diger deney olan total alkaloit miktar tayini icin, tarafimizdan
uygulanan titrimetrik esasli yontem kullamilabilir. Buna ilaveten, Yakim Infrared
Spektroskopi  (NIRS)  gibi  yontemlerin de  arastirihp,  uygulanabilirligi
degerlendirilmelidir (440).

CTU, CTA, MTU, MTA kodlu ornekler iizerinde, yiiksek basingl sivi
kromatografisi kullanilarak gerceklestirilen deneyler sonucunda, dnemli farmakolojik
aktivitelere sahip olmalar1 nedeniyle, galantamin ve likorin alkaloitlerinin miktarlar
tayin edilmigstir. Galantaminin elde edilmesi i¢cin meyveli donemde toplanmis bitkinin
toprak iistii kisimlarindan hazirlanan Herba Galanthi (MTU), likorin eldesi igin ise
cicekli donemde toplanmis bitkinin toprak alt1 kisimlarindan hazirlanan Bulbus Galanthi
droglarmdan (CTA) yararlaniimas: uygun olacaktir. CTU ve MTA kodlu 6rneklerde ise
galantamin ve likorinin kantitatif olarak hesaplanabilecek diizeyde bulunmadigi ve
dolayisiyla bu orneklerin s6z konusu alkaloitlerin kaynagi olarak kullanilamayacagi
belirtilebilir.
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Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) yontemi, karisim halinde
bilesenleri iceren ekstrelerin igeriklerinin arastiriimasinda kullanilan hizli ve giivenilir
bir yéntem olup, son yillarda alkaloitlerin analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(192, 394, 400). Arastirmamizda G. fosteri bitkisinden hazirlanan ¢igekli ve meyveli
donemde toplanan orneklerden hazirlanan Herba ve Bulbus Galanthi droglarinin, GC-
MS yontemiyle alkaloit igeriklerinin tayini ilk kez tarafimizdan gergeklestirilmistir. Bu
calisma sonucunda toplam yirmi {i¢ adet alkaloit saptanmis olup, alkaloit igerigi
acisindan en zengin drogun meyveli donemde toplanmis bitkiden hazirlanan Bulbus
Galanthi drogu (MTA) oldugu tespit edilmistir.

Biyolojik aktivite esliginde gergeklestirilen izolasyon ve yapir aydinlatma
calismalarinda, G. fosteri  bitkisinden hazirlanan  total alkaloit ekstresi
fraksiyonlandirildiktan sonra her bir fraksiyonun antikolinesteraz aktivitesi, standart
olarak galantaminin kullanildig: in vitro Ellman esasina dayali mikroplaka deneyiyle
belirlenmistir. Aktif fraksiyonlar iizerinde gergeklestirilen izolasyon c¢alismalari
sonucunda on adet bilesik elde edilmis ve yapilari modern spektroskopik yontemler
(UV, IR, MS, NMR) kullanilarak aydinlatilmistir. Bu bilesiklerden, farkli familyalara ait
genuslarda rapor edilen hordenin ve anti-asetilkolinesteraz aktivitesinden dolay1
Alzheimer Hastaligi’nin tedavisinde kullanilan (-)-galantamin, daha Once arastirma
grubumuz tarafindan Galanthus tiirleri lizerinde yiiriitiilen fitokimyasal caligmalar
kapsaminda, Gilineydogu Anadolu bolgesinden toplanan G. fosteri orneginden izole
edilmistir (410). Ancak Amaryllidaceae alkaloitlerinin hemantamin alt grubuna ait olan
(+)- vittatin, likorin alt grubundan olan (-)-galantin ve (-)-inkartin alkaloitlerinin G.
fosteri bitkisinde bulunuslari ise ilk kez tarafimizdan bu arastirmada rapor edilmektedir.

Bunlarin  disinda  arastirmamizda elde edilen  O,N-dimetilnorbelladin
Amaryllidaceae alkaloitlerinin biyosentez yolaklarinda énemli bir rol oynayan bilesiktir.
O,N-dimetilnorbelladin ile izole ettigimiz likorin alt grubuna dahil olan olan (-)-9-O-
metilpsodolikorin adli alkaloit ise daha ©nce Amaryllidaceae familyasinin bazi
tiyelerinden elde edilmistir. Ancak bu iki alkaloidin Galanthus genusunda bulunuslar ilk

kez bu arastirmada tespit edilmistir.
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Bu bilesikler disinda izole ettigimiz, Amaryllidaceae alkaloitlerinin likorin alt
simifindan  (-)-oksoinkartin, hemantamin alt smifindan (-)-3,11-O-diasetil-9-O-
demetilmaritidin ile (+)-11-O-asetil-9-O-demetilmaritidin doga icin yeni bilesiklerdir.

Elde edilen bulgular, arastirmamiza konu olan G. fosteri bitkisinin, farkli iskelet
yapilarina sahip Amaryllidaceae alkaloidlerine ve dolayisiyla zengin kimyasal igerige
sahip oldugunu ortaya koymustur.

Izolasyon ve yap1 aydinlatma islemlerinin tamamlanmasinin ardindan elde edilen
saf bilesikler tzerinde in vitro Ellman esasina dayali mikroplaka yontemiyle
asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz enzimlerini inhibe edici etkileri, standart olarak
galantamin kullanilarak gerceklestirilmis ve aktif bulunan bilesiklerin 1Cso degerleri
hesaplanmstir.

(-)-Galantin, (-)-inkartin, hordenin, (-)-3,11-O-diasetil-9-O-demetilmaritidin ve
(+)-11-O-asetil-9-O-demetilmaritidin  bilesiklerinin anti-asetilkolinesteraz aktiviteleri
daha fazla iken, (+)-vittatin, O,N-dimetilnorbelladin ve (-)-9-O-metilpsodolikorin
bilesiklerinin ise anti-butirilkolinesteraz aktivitelerinin daha yiiksek oldugu gézlenmistir.

Inkartin ve vittatin alkaloitlerinin anti-asetilkolinesteraz aktiviteleri daha 6nce
calisma grubumuz tarafindan (88) saptandigi ig¢in benzer sonuglar elde edilebilecegi
diisiincesiyle tekrarlanmamistir.  Ancak izole edilen diger bilesiklerin anti-
asetilkolinesteraz ve ayrica tiim bilesiklerin anti-biitirilkolinesteraz aktiviteleri
calisilmigtir. Elde edilen sonuglari ve daha oOnceki ¢aligmalarin  bulgular
degerlendirildiginde,  inkartin  alkaloidinin  anti-asetilkolinesteraz  ve  anti-
butirilkolinesteraz aktiviteleri mevcut iken, doga i¢in yeni bilesik olan oksoinkartinin
aktivite gostermedigi saptanmistir. Bu bulguyu destekleyici olarak, literatiirde okso
fonksiyonu tasiyan oksoassoanin bilesiginin assoanin bilesigine gore benzer sekilde
diisiik aktivite gostermesi ileride bu konuda daha detayli ¢alismalarin yapilmasini
diistindiirmektedir (11).
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