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OZET

FINDIK KABUGUNDAN PAKLITAKSEL iCiN EKSTRAKSiYON
SARTLARININ BELIRLENMESI

Ayse UZUN
Diizce Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Halil ibrahim UGRAS
2017, 63 sayfa

Kanser ¢agimizin en dnemli saglik sorunlarinin basinda yer almaktadir. Kansere karsi
kullanilan kemoterapi ilaglarindan, antitiimor aktivitesi ¢ok yiiksek olan paklitaksel
gelmektedir. Paklitaksel, dogal ve ¢ok Onemli bir antikanser ilaci olup gliniimiizde
yumurtalik, meme, mide, bas boyun ve kiiciik hiicreli akciger kanserlerinin tedavisinde
direkt yada birtakim kemoterapotik bilesiklerle birlikte kullanilmaktadir. Bu madde
diinyada en fazla kullanilan bes kemoterapi ilacindan biridir. Kanser tedavisinde
kullanilan paklitaksel bir diterpen alkoloidi olup pasifik porsugu bitkisinden
tiretilmektedir. Paklitaksel maddesi Taxus brevifolia’nin aga¢ kabuklarinin 6ziitlerinde
yer almakla birlikte paklitakselin elde edilmesi, agacin nadir bulunmasi, agac
gelisiminin ¢ok uzun zaman almasi ve ¢ok fazla kabuga ihtiya¢ duyulmasindan dolay1
onemli bir sorun ortaya ¢ikarmaktadir. Porsuk agacindan elde edilen paklitaksel, yapilan
caligmalar sonucunda findik kabugunda da bulunmaktadir. Ulkemizde her yil yaklasik
olarak 300 bin ton civarinda agiga ¢ikan ve atik olarak degerlendirilen findik sert
kabugunu kullanarak porsuk agacina gore az olsa da yeteri kadar yliksek miktarda
paklitaksel eldesi hedeflenmektedir. Maliyet olarak da ¢ok diisiik olmasi ve diger
durumlar da g6z Oniine alindiginda findik sert kabugu paklitaksel eldesi i¢cin onemini
artirmaktadir. Calismalarda, findik kabugunun kurutulup 6giitiilmesinden sonra farkli
coziici , farklh oran ve farkli siireler denenerek ekstraksiyon islemleri
gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon iglemleri sonucunda taksanlarin elde edilmesinde en
1yl verim oda sicakliginda 24 saat % 100 etanoliin ¢oziicli olarak kullanildig1 deneyler
sonucunda elde edilmistir.

Anahtar sozciikler: Ekstraksiyon, Findik kabugu, Kanser, Paklitaksel.
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ABSTRACT

DETERMINE OF EXTRACTION CONDITIONS FOR PACLITAXEL IN
HAZELNUT SHELL

Ayse UZUN
Duzce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Departmant of Chemistry
Master of Science Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Halil ibrahim UGRAS
2017, 63 pages

Cancer is one of the most important health problems of our time. Paclitaxel, which has a
very high antitumor activity, is also the most important chemotherapy drug used against
cancer. Paclitaxel is a natural and very important anticancer drug and is currently being
used directly in combination with several chemotherapeutic compounds in the treatment
of ovarium, breast, stomach, head, neck and small cell lung cancers. This substance is
one of the five most commonly used chemotherapy drugs in the world. Paclitaxel, used
in the treatment of cancer, is a diterpene alcoholoid and is produced from the pacific
birch plant. The paclitaxel substance is found in the extracts of the tree bark of Taxus
brevifolia. The paclitaxel obtained from the yew tree is also found in the hazelnut shell
as a result of research. extraction of paclitaxel is aimed using hazelnut husk, which is
released as approximately 300 thousand tons every year in our country and utilized as
waste, although it is less compared to that of the yew tree; high enough, nonetheless.
Taking into consideration the fact that it is very low in cost and other situations,
hazelnut hard shell increases the importance of paclitaxel. In the studies, after drying
and grinding of hazelnut shell, extractions were done by testing different solvents,
different ratios and different durations. As a result of extractions, the best yields were
obtained from experiments in which 100 % ethanol was used as solvent for 24 hours at
room temperature.

Keywords: Extraction, Hazelnut hard shell, Cancer, Paclitaxel.
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1. GIRIS

1.1. KANSER

Kanser; ortaya ¢ikisi, gelisimi ve sonucu bir hastadan diger hastaya oldukca degiskenlik
gosteren karmasik bir hastaliktir. Kanser hastaligi, hiicrelerin kokli metabolik ve
davranigsal degisiklikler gecirdigi cok asamali bir siirectir. Kanser hiicreleri asir1 ve
zamansiz bir sekilde ¢ogalirlar ve sonugta uzaktaki dokulari bile istila ederler [1].
Bir¢ok kanser sadece bir hiicreden ya da az sayida hiicreden ortaya ¢ikmaktadir [2].
Kanser, hiicrenin biiyiimesi ve hiicre mitozunu kontrol eden hiicre genlerinin mutasyonu

veya anormal aktivasyonu sonucunda ortaya ¢ikmaktadir [3].

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucu siirekli ifade edilmesi olarak
tanimlanabilir. Baglangi¢ yaslarina, biliylime oranlarina, yayilimlarina, evrelerine ve
tedaviye yonelik verdikleri tepkilere gore gesitlilik gosterir. Kontrolsiiz ¢ogalma olarak
bilinen kanserin baz tiirleri 6liime sebebiyet vermesiyle tedavisi i¢in en ¢ok arastirma
yapilan ve gesitli yontemler denenen ve halen gelismis iilkelerin 6liim istatistiklerinde

kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer alan 6ldiirticti bir hastaliktir [4], [5].

Cizelge 1.1. Diinyada en sik goriilen 6liimciil hastaliklarin % 6liim siralamasi [4].

Oliim Nedeni %
Koroner Kalp Hastaliklar1 25.9
Kanser 20.6
Serebravaskiiler Hastaliklar 13.7
Pnémoni 8.0

Kronik bronsit 4.1
Kazalar 3.8

Erkeklerde goriilen en yaygin 3 kanser tiirii sirasiyla; prostat kanseri, akciger kanseri ve
kolorektal kanserler iken kadinlarda sirasi ile meme kanseri, akciger kanseri ve

kolorektal kanserlerdir [6]. Bugiin diinyada yaklasik 25.000.000 kanser hastas1 vardir.



Her yil yaklasik 11.000.000 kisi kansere yakalanmaktadir. 2020 yilinda bu rakamin
yillik 16 milyon vakaya ulagacagi tahmin edilmektedir. Bunlarin da tgte ikisinin
gelismekte olan iilkelerde olmasi beklenmektedir. Diinyada her yil 7.000.000 kisi
kanserden Olmektedir. 2020 yilinda bu saymin 10.000.000° u gececegi rapor
edilmektedir [7]. Tirkiye’de ise her yil yaklasik 150.000 kisi kansere yakalanmaktadir

[8].

1.2. KANSER TEDAVISi

Kanser tedavisinde uygulanan yontemler genel olarak ii¢c baslik altinda yapilmaktadir.

Bunlar antineoplastikler, cerrahi ve radyoterapi seklindedir.

Cerrahi yontem, kanserli dokuyu ve gevresindeki invazyon riski tagtyan bir kisim saglikl
dokuyuda cikarma islemi ile yapilir. Bazi durumlarda ise kanserli dokuya cerrahi
miidahele uygulamak imkansiz olabilir, bu durumda ise radyoterapi veya kemoterapi
uygulanir. Radyoterapi islemi uygun dozda 1sin uygulamasi yapilarak kanserli hiicreleri
6ldiirme yontemidir. Kanserli hiicrelerin ilag kullanilarak oldiiriilmesi ise kemoterapi
yontemi ile uygulanmaktadir. Bunlarin yani sira alternatif tip bagisiklilik sistemine
giiclendirmeyi, asil tedaviye destek olmayi hedefleyen ancak marjinallige agik olmasi
nedeniyle, giivenilirligi ve etkinligi de kontrollii deneylerle ispatlanmamis bir 6n tedavi

yontemi ile de yapilmaktadir [9], [10].

Kanser tedavisinde 6zellikle cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi yontemleri hastaligin
gelisim siireciyle miicadelede kullanilmaktadir. Cerrahi ve radyoterapi uygulamalar
bolgesel tedavi yontemi olarak kullanilir. Neoplastik hiicrelerin cerrahi olarak veya
radyasyon tedavisi kullanilarak gelisimi azaltilir veya yavaslatilir. Sonrasinda
tamamlayict ve sistematik olarak kemoterapi veya immiinoterapi kullanimina gegcilir.
Kanser kemoterapisi ile tiimoriin biiylimesini engelleyecek ve farkli odaklarda yeniden
gelismesini ve hatta tlimiiyle ortadan kaldirilmasini saglayacak sitotoksik etki saglanmasi

amagclanir [11], [12].

1.2.1. Antineoplastikler

Neoplastik hastaliklarin esas tedavi yontemleri cerrahi, 151 ve kemoterapidir. Kanser

hiicrelerini yok etmek ya da biiylime ve g¢ogalmalarmi onlemek igin, anti-kanser



(antineoplastik) ilaglarla yapilan tedavi kemoterapi adin1 almaktadir. Birgok kemoterapi
ajan1 dogal olarak bakteri ya da bitkilerden elde edilmis bilesikler olabilecegi gibi,
sitotoksik etkileri i¢in gelistirilen sentetik kimyasal maddeler de olabilmektedir.
Antikanser ilaglarin ¢ogu hiicre ¢ogalmasini niikleotit sentezini inhibe ederek engeller,

boylece daha hizli prolifere olan hiicreleri etkiler [13]-[16].

Kemoterapinin temel ilkesi kanserli hiicrelerin bolinme ve cogalmalarini inhibe
etmektir. Kanser hiicreleri biiyiime ve gelisme yeteneklerine gore normal hiicrelerden
farklilik gostermektedirler. Proto-onkogenler ve tiimor baskilayict genlerde meydana
gelen mutasyonlar hiicre béliinmesini tesvik eder ve normal hiicre dongiisiinde kontrol
kayb1 olur. Bir¢ok sitotoksik kemoterapotik ajan, etkisini c¢esitli yollarla hiicre
dongiisiine miidahale ederek gostermektedir. Antikanser ilaglarinin segimi etki ettikleri

hiicre donglisii agsamalarina gore yapilmaktadir [17].

Aktif olarak ¢ogalan hiicreler kemoterapi i¢in olduk¢a hassastirlar. Buna karsin
boliinmeyen hiicreler lizerinde antikanser ilaglarinin daha az etkili oldugu bilinmektedir
[18]. Kemoterapdtik ilaglar bu ilke temel alinarak gelistirilmektedir. Hiicre dongiisiiniin
belli bir fazina etki eden faz spesifik ilaglar ya da biitlin fazlara etkili faz spesifik
olmayan ilaclar gelistirilebilmektedir. Kemoterapi ilaglar1 ya dogrudan dogruya DNA
ile etkileserek ya da hiicre boliinmesi igin gerekli olan proteinlere etki ederek hiicreyi

apoptoza tastyabilirler [17].

1.2.2. Kemoterapotik Ajanlar ve Etki Mekanizmalari

Kanser tedavisinde yararlanilan ilaglar farkli mekanizmalarla etki gostermektedirler. Bu
etki mekanizmalarin baslicalar1 soyledir. Alkilleyici ajanlar, antimetabolitler, antitiimor
antibiyotikler, mitotik inhibitorler, topoizomeraz inhibitdrleri, hormonlar ve

antagonistler, son olarak da digerleri seklinde siralanmaktadirlar [19].
1.2.2.1. Alkilleyici Ajanlar

Bu grupta bulunan ajanlarin hepsi gii¢lii elektrofiller haline gelerek dogrudan ya da bir
karbonyum ara iirlinii olusturarak bir alkil grubunu hiicresel hedef molekiillere iletirler.
Bu reaksiyonlar g¢esitli niikleofilik kisimlarin alkillenmesiyle kovalent baglarin
olusumunu saglarlar. Ayrica DNA ¢ift zincirini etkileyerek ¢apraz baglanmalar, tek ve

cift zincir kiriklarinin olusumuna sebep olmaktadir. Kemoterapotik ve sitotoksik etkiler



direk olarak DNA’ 1n alkillenmesiyle ilgilidir. Hiicre dongiisiine 6zgii olmamalarindan

dolay1 genis bir etki spektrumuna sahiptirler [20].
1.2.2.2. Antimetabolitler

Antimetabolitler hiicre biiylimesi ve replikasyonu igin gerekli metabolitlerin analaoglari
olmasindan dolay1 etkilerini onlarin yerine gegerek gostermektedirler. Etkilerini ya

enzimleri inhibe ederek ya da zincir sonlanmasini saglayarak gostermektedirler [21].
1.2.2.3. Antitiimor Antibiyotikler

Bu gruptaki bilesikler ¢ok gesitli ve farkli mekanizmalarla etki gostermektedirler. Hiicre
dongiisiine 6zgii degildirler. Bir ¢ogu interkalasyon yaparak DNA” y1 bloke eder, bunun
sonucunda DNA replikasyonu ve mRNA iiretimini durdururlar. Tek ve ¢ift zincir
kiriklar1 yaparak veya hiicresel proteinlerde hasara neden olabilecek serbest radikaller

iireterek etkilerini gostermektedirler [21].
1.2.2.4. Mitotik inhibitérler

Mitotik inhibitorler 2 grupta incelenmektedir.
1.2.2.5. Tubulin Baglayici llaclar

Vinka alkoloidleri tubuline spesifik olarak mikrotiibiillere baglanarak olusumlarini
engellerler. Taksanlar ise, mikrotiibiillerin ayrilmalarin1 6nleyerek depolimerizasyonu

engellemektedir.
1.2.2.6. Topoizomeraz Inhibitérleri

DNA’ nin ¢ift sarmal yapisin1 kontrol eden topizomeraz | ve topizomeraz Il enzimlerinin

aktivitelerini inhibe etmektedirler.
1.2.2.7. Hormonlar ve Antagonistleri

Tiimorii dogrudan etkilemekte veya tiimorii besleyen viicut hormonlarint kontrol edip

baskilamaktadir.
1.2.2.8. Digerleri

DNA, RNA ve protein sentezini baskilamaktadir [22].



Cizelge 1.2.

Kanser ilaglarinin siniflandirilmasi [23].

Antimetabolitler

Antibiyotikler

Alkilleyici Ajanlar

Sitarabin
Fludarabin
5-florourasil
6-merkaptopiirin
Metotraksat
6-Tiyoguanin

Bleomisin
Daktinomisin
Daunorobisin
Doksorubisin

Idaurubisin

Plikamisin

Korbustin ve Lomustin
Siklofosfamid ve
Mekloretamin

Streptozotosin

Mikrotiibiil Inhibitérleri

Hormonlar ve Antagonistleri

Digerleri

Novelbin
Paklitaksel (Taksol)
Vinblastin
Topotekan
Etoposid

Amino glutetimidler
Estrojenler
Flutamid
Prednizon

Loprolid

Asparaginaz
Sisplatin ve Kaboplaiin
Estopozid
Interferonlar

Radyoaktif Izotoplar

Kanser tedavisi i¢in kullanilmak iizere dogadan elde edilen antikanser reaktiflerin kesfi
ve gelisimi sayesinde 6nemli 6l¢iide bir sinif kimyasal, ila¢ endiistrisine kazandirilmistir
[24]. Suanda piyasada bulunan antikanser ilaglarin biiyiik cogunlugu direkt olarak dogal
bilesiklerden elde edilmektedir [25].

Sekil 1.1. Vinblastin, R=CHO (1), Vinkristin, R=CHO (2).



H3CO” : "OCHj

OH

Sekil 1.2. Tenipozit (3).

H3CO ; OCHj

OCHj

Sekil 1.3. Podofiloksin (4).

" OH
CHj

Sekil 1.4. Kamptotesin, R;=R,=R3=H (5), Topotekan, R;=OH, R3;=H

R2:CH2N(CH3)2 (6)
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Sekil 1.5. Kolsisin (7).

1.3. TAKSANLAR

Taksanlar taksus familyasindan bitkilerde bulunan ve diterpen smifinda yer alan
alkoloidlerdir. Bu diterpenlerin uzun zamandir biyolojik aktiviteye sahip olduklari
bilinmektedir [25]. Bu familyadan yaklasik 350 civari bilesik bilinmektedir ve bir cogu
taksan cekirdegine (8) sahiptir [26].

Sekil 1.6. Taksan ¢ekirdegi (8) .

Taksanlarin bir kismi antitlimoral etki gosterirken, diger kismi da ayni etkiyi gosteren
baska bilesiklerin yar1 sentezi i¢in 6nciil molekiil olarak kullanilir [27]. 1856 da Alman
eczact Lucas taksanlarin karigimini elde etmeye baslamis ve bu calismalar1 bilesiklerin
metabolit olarak kullanilmas: ile ilgili ilk adim olmustur. Lucas taksanlarin
karakterizasyon c¢aligmalarini, yapmin c¢ok karmasik olmasi ve yeterli teknikleri
olmamasindan dolayr uzun bir siirecte gerceklestirmis. Yapi analizinden sonra ise
bunlara taksin adini1 vermistir [25]. 1960’11 yillarin sonunda yapilan ¢aligmalar sirasinda

cesitli taksan familyalar alkoloid yap1 bulundurmayan taksan tiirleri bulunmustur [28].



Taksoidlerin bir cogu pentametil [ 9.3.1.0 ] trisiklopentadekan diye adlandirilan normal
taksan iskeletine sahiptir ve her birinin kendine ait isimlendirilmeleri olan
kimyasallardir [29]. Paklitaksel (9) normal taksan iskeletine sahiptir, ayni1 zamanda da
bu serinin ilk bilesigidir [30]. Paklitaksel (9) ve onun yar1 sentetik tiirevi dosetakselin
mitoz inhibisyonuna neden olan farmakolojik etkileri benzersizdir. Kolsisin (7) tiirevleri
ve vinka alkaloidlerinden (1-2) farkli olarak B-tubulinin farkli bélgelerine baglanirlar ve
mikrotiibiil formasyonunu inhibe etmekten ¢ok aktive ederler [31]. Paklitaksel (9) gogiis
ve yumurtalik kanserlerinin tedavisinde kullanilan en 6nemli kemoterapi ilaglarindan biri
olmustur. Ayn1 zamanda paklitaksel (9) ve dosetaksel bas-boyun, akciger, metastatik over

kanseri i¢in potansiyel tedavi aract oldugu goriilmiistiir [32].

1.3.1. Paklitaksel
1.3.1.1. Paklitakselin Tarihsel Gelisimi

Taxus brevifolia bitkisinin kabuklarindan izole edilen palitaksel (9), dogal bir diterpen
alkoloididir [33]. Paklitaksel (9) klinikte uygulanan ilk taksan tiirevi ve ilk olarak
kemoterapiye karsi direngli meme ve yumurtalik kanseri olan hastalarda hafifletme

amaciyla kullanilmistir. Gliniimiizde ise baslangi¢ tedavisinde kullanilmaktadir [34].

Paklitaksel (9), Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii’niin yeni dogal antikanser bilesikler
bulmak igin degisik bir¢ok farkli bitkinin tarandigi bir programda kesfedilmistir. Ilk
olarak 1961 yilinda Kuzey Carolina’da , uzun yillarda yetisen her zaman yesil kalan
Taxus brevifolia isimli Pasifik porsuk agacinin iglenmemis geng siirgiinlerinden elde
edilmistir ve klinik Oncesi calismalarda cesitli timdorlere karsi antitiimor etkisi var
oldugu gézlemlenmis. 1971 yilinda aktif bilesen olan paklitakselin (9) kimyasal yapisi

tanimlanmistir [34].

Paklitakselin (9) gelisimi, 6nemli derecede iistiin aktiviteye sahip yeni bir kimyasal yap1
olmasi, formiilasyon problemleri ve klinik 6ncesi ¢alismalarda o donemlerde arastirilan
diger etkin maddelere gore daha fazla antitiimor etkinlik gostermemesi ve sudaki
olduk¢a diisiik ¢Oziintirliigli bunlara ek olarak biiyiik 6l¢iide toplanmasi, ekstrakte
edilmesi ve izolasyonu gibi problemler nedeniyle uzun stirmiistiir [34], [35]. Ancak
yapilan timdr taramasinda ortaya ¢ikan kendine 6zgii etki mekanizmasi, onun yeniden
gindeme gelmesini sagladi [34]. Paklitakselin (9) tarihsel gelisimi Cizelge 1.3’de

agiklanmustir.



Cizelge 1.3. Paklitakselin tarihsel gelisimi [36], [37].

TARIH GELISIM

1961-1968 | Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) niin dogal tiriinlerden antikanser ajanlar taramasi

1967 Antitiimor Aktivitesinin kesfedilmesi

1969 Saf Paklitakselin izolasyonu

1971 Kimyasal yapisinin aydinlatilmasi

1979 Kendine 6zgii etki mekanizmasinin agiklanmast

1983 Faz I ¢alismalarinin baglatilmasi

1986 Asirt duyarlilik reaksiyonlarinin gézlenmesi

1988 NCI tarafindan premedikasyonunun dnerilmesi

1989 Yumurtalik kanserinde etkinliginin saptanmasi

1991 Meme kanserinde etkinligin saptanmasi

1992 Kiigiik hiicreli akciger kanserinde etkinliginin saptanmast

1992 Yumurtalik kanserinde kullanilmak iizere FDA tarafindan onaylanmasi

1994 Meme kanserinde kullanilmak {izere FDA tarafindan onaylanmasi

1999 Sisplatin ile kombine olarak kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinin ilk basamak tedavisi i¢gin FDA
tarafindan onaylanmast

2000 Findik kabugunda Paklitaksel ve tiirevi maddeler tesbit edildi

1.3.1.2. Fizikokimyasal Ozellikleri

Paklitaksel (9), beyazimsi renkte kristal yapida tozdur. Oldukga lipofilik yapidadir ve

216-217°C civari erime sicakligina sahiptir. Kimyasal agik ad1 © 58, 20-epoksi-1,2a, 4,
7B, 108, 13a-hekzahidroksitaks-11-en-9-on 4, 10-diasetat 2-benzoat-13 ester (2R,3S)-
N-benzoil-3-fenilizoserin’dir. Empirik formiilii C47Hs1NO14 , molekiiler agirligr 853,9

g/mol’diir [36]. Paklitakselin (9) kimyasal yapis1 Sekil 1.3’te belirtilmistir.

Sekil 1.7. Paklitaksel (9)’in molekiil yapisi.




Paklitakselin (9) sudaki ¢oziiniirliigii 0,3 pg/ml olmasina karsin, ¢esitli organik ¢oziiciilerde
nispeten daha fazla ¢oziiniirliik gostermektedir. Cizelge 1.4°te paklitakselin (9) bazi organik

¢oziiciilerdeki ¢oziiniirlik degerleri gosterilmektedir [38].

Cizelge 1.4. Paklitakselin organik ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliik degerleri [38].

Organik Coziicii Coziintirlik (pg/ml)
Etanol 46
Asetonitril 20
Diklorometan 20
Izopropanol 14
Metanol 12

1.3.1.3. Etki Mekanizmasi

1970’ 1i yillarin sonlarina kadar eldesinin zor olmasi ve diisiik ¢oziiniirliigli sebebiyle
formiile edilememesinden dolay1 paklitakselin (9) Onemi tam anlagilamamistir.
Paklitakseli (9) farkli kilan ise etki mekanizmasi olacaktir. 1979 yilinda, Dr. Susan
Band Horwitz caligmalar1 sonucunda paklitakselin (9) benzersiz etki mekanizmasini
kesfetti. Hiicre iskeletinin yapisinda tubulin ad1 verilen kiiresel proteinler bulunmaktadir
ve bu tubulinler sinir hiicrelerinin aksonlarinda bulunan mikrotiibiilleri meydana
getirmektedirler [39],[40]. Paklitakselin (9) tubulinlere baglanmasi, klinik uygulamalar
igin Oneminin artmasina sebep olmustur [34], [41]. Paklitaksel (9), tubulin ve
mikrotiibiilinlerin arasima girerek sitotoksik etkisiyle fonksiyon gdstermesini Onler .
Mikrotiibiiller, hiiclerin sitoplazmasinda yer alan, bir¢ok hiicre aktivitesinde yer alan
aktif polimerik yapilardir ve en Onemli gorevleri ise hiicre boliinmesinde
kromozomlarin ayrilmasia sebep olmalaridir [42]. Bundan dolay1 esnek bir sekilde
hiicrenin iskeletini kullanmasini ortadan kaldirarak, olusan paklitaksel-mikrotiibiil
kompleksi par¢alanamaz hale getirilir. Mikrotiibiillerin esnemesi engellenmis olup,
hiicre 6liimii saglanir [42]-[44]. Sonugta ise paklitaksel (9) hiicre dongiisiiniin G2/M
evresinde hiicreleri bloke eder, boylelikle hiicrelerde normal mitoz bdliinme hazirlik

safhasini engeller. Replikasyon dnlenmis olur veya gok yavas ilerlemesi saglanmis olur.

Paklitaksel (9) hiicreler tlizerindeki etkisini iki yolla ger¢eklestirmektedir.

1-Hiicre Donglisiinii Bloke Ederek: Paklitaksel (9), kanser tedavisinde kullanilan,

etkisini mikrotiibiiller {izerinde gosteren vinkristin (2) ve vinblastin (1)’den farkli olarak
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tubulin proteinlerine baglanarak mikrotiibiil olusumunu engellemek yerine stabilize

ederek hiicre bolinmesini durdurmaktadir.

2-Apoptozis: Paklitakselin (9) apoptozis etki mekanizmasi, programlanmis hiicre 6liimii
anlamindadir. Hiicre ve dokularin mekanik bir etki ve hasar olmadan belirli molekiiler
islemler ve sinyaller ardindan hiicrelerin kendiliginden 6lmesi islemidir. Paklitakselin
(9) hiicrelerin mitotik evreye ge¢melerini engellemesi sonucu hiicrelerin boliinmesi

engellenir [43], [45]-[49].

1.4. FINDIK (CORYLUS AVELLANA) SERT KABUGUNDA TAKSAN VARLIGI

Porsuk agacindan elde edilen paklitaksel (9), yapilan ¢alismalar sonucu ayni zamanda
findik sert kabugunda da rastlanmistir. Taksanlarin findik kabugundaki varligi ilk olarak
2000 yilinda yapilan bir ¢alisma ile ortaya c¢ikmistir [50]. Findigin taksanlari, dogu
findik yanikligi hastaligina karst koruma amacli sentezledigine dair sonuglarin tespit
edilmesi ile paklitakseli (9) sentezledigi bulunmustur [51], [52]. Paklitaksel (9) disinda
10-deasetil bakkatin 111 (10), bakkatin 111 (11) ve sefalomannin (12) findik yan
tirtinlerinde mevcuttur [53]. Findik kabuklarinda bulunan miktarin, yapilan ¢aligmalarda
bulunan sonuglara nazaran porsuk agacinda yada hiicre kiiltiir ortamindakilere oranla
daha az var oldugu gozlenmistir. Buna ragmen porsuk agacimin oldukca yavas
biliylimesi, bir ormaninin var olmamasi, yeryliziinde seyrek bir yayilis gostermesi ve
dagimmik yetisme sekli dezavantajlar1 olmaktadir. Findik sert kabugunda c¢ok az
miktarlarda paklitaksel (9) ve tiirevleri bulunmaktadir, ancak porsuk agaci ve diger
yontemlere gore findik atiklar1 diizenli bir sekilde her yil en az 500 bin ton gibi ¢ok
bliyiik bir miktarda aciga ¢ikmaktadir. Maliyet olarak da ¢ok diisiik olmas1 ve diger
durumlar da g6z 6niine alindiginda findik sert kabugu paklitaksel (9) eldesi i¢in dnemini

artirmaktadir [54]-[56].
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Sekil 1.8. 10-Deasetil Bakkatin 111 (10).
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HO' : R
OH OBz ACO

Sekil 1.9. Bakkatin I11 (11).
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Sekil 1.10. Sefalomannin (12).
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1.5. EKSTRAKSIYON

Bitkiler belli miktarlarda yapilarinda bioaktif bilesikler bulundurmaktadirlar [57].
Bilesikler ise dogada her zaman karisim halinde bulunmaktadirlar [58]. Bitki
ekstraktlart gida, ilag ve kozmetik endiistrisinde biiyiik dl¢iide kullanilmaktadir [57].
Ektraksiyon yontemi, ekstrakte edilecek iiriin icerisinden uygun bir ¢oziicl
gecirilmesiyle bitkisel iirlinlin i¢indeki ¢oziinebilir maddelerin bu ¢oziicii yardimiyla

karisimdan veya dogal {iriinden ayirmak i¢in kullanilan en genel islemdir [58], [59].

Ekstraksiyon isleminde, ayrilmasi istenen bilesen ile karismayan ve ayristirilmak
istenen bilesene kars1 farkli ¢éziinme giicline sahip ¢oziicii ile ¢oziilerek yapilir ve bu
islem icin iki farkli ¢oziicii kullanilir, diger bilesikler ise ikinci ¢dzliciiye geger.
Ekstraksiyon, istenilen bilesigi tamamen ayristirmak i¢in birkag¢ kez gergeklestirilebilir
[58].

1.5.1. Céziiciilerle Ekstraksiyon

Hidrokarbon c¢oziiciillerin kullanilarak yapildigi en yaygin ekstraksiyon metodudur.
Ekstre edilecek olan iiriiniin kat1 veya sivi fazda olmasina gore kati-sivi veya sivi-sivi

ekstraksiyon seklinde adlandirilmaktadir [60].
1.5.1.1. Stvi- Stvit Ekstraksiyon (LLE)

Stvi-sivi ekstraksiyon islemi birbiri igerisinde karigsmayan iki c¢oziicii ile yapilir.
Genellikle coziiciilerden biri istenen bilesen ile etkilesime girmekte diger ¢oziicii ise
istenmeyen maddeleri veya safsizliklar1 uzaklagtirmak amaciyla kullanilmaktadir. Uzun
yillar boyunca sivi-sivi ekstraksiyon islemi 6rnek hazirlamada en ¢ok kullanilan yontem
olmustur. Ancak sivi-sivi ekstraksiyon islemlerinde bol miktarda ¢oziicli israfi,
islemlerin uzun siirmesi ve yiiksek maliyetli olmasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Ayrica ekstraksiyon islemi sirasinda emiilsiyon faz olugsmasi, yeterli safliga ulagsamayan
ekstraktlar, c¢oziiciilerin yeterince uzaklastirllamamast ve saglikli kantitatif sonuglara

ulagamamak gibi istenilmeyen durumlara da sebep olmaktadir [61] .
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1.5.2. Sokslet Ekstraksiyonu

Sokslet ekstraksiyon yontemi 6zel bir cihazda yapilabilmektedir. Kati veya yari-kati
numuneler i¢in uygun bir yontemdir [62]. Sokslet ekstraktorii, solvent sisesi, orta
kisimda sivi akis borusu, sogutulmus kondansor ve 1sitma sisteminden olusmaktadir.
Kati numune orta kisimda bulunan ekstraksiyon bdlmesine konulur, ¢oziicii ise bu
bolmenin altinda bulunan cam balon igersine konulur ve iglemler su sirayla gergeklesir.
Coziicii kaynama sicakliginin {izerinde 1sitilir ve buharlasir, sicak ¢oziicii buharlari
yogunlagmanin oldugu yere dogru ilerler, yogunlasarak kati numunenin iizerine diiser.
Numune 1slanir ve ¢oziicii miktar1 bypass kolunun seviyesine ulastiginda sifon olusurak
¢oziicli tekrar cam balona bosalir. Bu yogunlasma, yiikselme ve sifon dongiisiine refluks
denilmektedir ve siirekli tekrar edilir. Her dongiide, numunenin igerdigi bir miktar yag
¢oOziicli icinde coziinmekte ve dongiiye tekrar katilmamaktadir. Bu durum, sokslet
ekstraksiyonunun en biiyiik avantajidir ve uygulanan bu yontemin verimi ytiksektir [63],
[64].

1.5.3. Ultrasonik Ekstraksiyon

Ses dalgalari, farkli ortamlar iginde yayman ve 6rnege 20 kHz iistiindeki frekanslarla
akustik titresimler uygulayan boyuna dalgalardir [65], [66]. Bu titresimler sividan
gectiginde kavitasyon (bosluk olusumu) gerceklesir ve bu ultrasonik enerjinin yol agtig1
olusum ile s1v1 ortaminda c¢ok sayida ufacik kabarciklar meydana gelerek katilarin
mekanik olarak sarsilmasina neden olup partikiillerin kopmasin1 saglamaktadir [67].
Bir ses dalgasi art arda olusan Sikisma ve genislemelerden meydana gelmektedir. Bir
s1vi sikigmalara kolaylikla dayanabilmekte fakat genislemesine yani basincin siddetli bir
bigimde diismesi sivinin iginde bosluk meydana getirmektedir. Bosluklar buharla veya
sividaki ¢Oziinmiis gazin ortaya c¢ikmasiyla hemen doldurulabilen kiigiik bir
kabarciklara doniigmektedir. Bu kabarciklar dagildiklarinda siddetli bir sok dalgasi
meydana gelir ve temizleme saglanmis [68]. Bitkiye O6zgii nem miktari, tanecik
biiyiikliigii ve kullanilan ¢6ziicii gibi etmenler yaninda, frekans, sicaklik ve zaman gibi
faktorlerde ultrasonik ekstraksiyon verimini etkilemektedir. Ucuz olmasi, basit olmasi,
ekstraksiyon kinetiginin hizli olmasi ve 1siya duyarl bilesiklerin ekstrakte edilebilmesi
bu yontemin avantajidir [69]. Bu yontemde en cok kullanilan ve en ucuz olan ses dalga

kaynagi ultrasonik banyodur [70].
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1.5.4. Mikrodalga Ekstraksiyonu

Mikrodalgalar yiiksek frekansli 0.3-300 GHz araliginda degisen elektromanyetik
dalgalardir ve genellikle dogal iiriinlerde 2.5-75 GHz’de ekstraksiyon islemi
yapilmaktadir [71]. Mikrodalga enerjisi kullanilarak isitma prensibi, iyonlarin iletimi,
dipol rotasyon yoluyla molekiiliin iizerine direkt etki temeline dayanmaktadir ve
mikrodalga ekstraksiyonun etkinligi ¢oziiciiniin ne olduguna, bitkinin igerigine ve

uygulanan mikrodalga siddetine baglidir [71], [72].

Mikrodalga ekstraksiyonu ile bitkilerde polifenoller ve lignanlar ayrigtirilabilmektedir
[72], [73].

1.5.5. Hizlandirilmis Coziicii Ekstraksiyonu

Hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu, 50-200 °C sicaklik ve 10-15 MPa basing altinda
yapilan Kati-sivi ekstraksiyon yontemidir [74]. Ekstraksiyon yiiksek sicakliklarda ve
basing altinda ¢6ziicliniin siv1 fazda iken gergeklesmektedir ve ekstraksiyon sirasinda
¢ozilici kritik sartlarin altindadir. Sicakligin arttirilmasi ile ekstraksiyon kinetigi de
artmakta ve yiiksek basing ile ¢oziicii sivi fazda kalarak saglikli ve hizli bir sekilde
ekstraksiyon yapilabilmektedir. Klasik ¢o6ziicii ekstraksiyonu ile karsilastirildiginda

oldukgca diisiik ¢oziicii kullanimi1 avantajlart arasinda goriilmektedir [75].

1.5.6. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu ( SFE )

Bilesenlerin ana yapidan ayrilmasi sirasinda ¢oziicii olarak siiperkritik akiskanin
kullanildig1 yonteme denir [76]. Bu yontemde daha az ¢oziicii harcanir, ekstraksiyon
stiresi daha kisadir ve normalden yiiksek sicakliklarda ¢oziinen bilesenleri ayristirma
ozelligine sahiptir [77]. Siiperkritik akigkanlarin ¢dzme ve yayilma giicii fazla
oldugundan hizli reaksiyon kinetigine de sahiptirler [78]. Bu akiskanlar cesitli 6rnekler
icin kusursuz ekstraksiyon ortami olusturabilirler [79]. SFE’ de, akiskan stirekli
gecirildiginden kantitatif veya tam bir ekstraksiyon saglanmis olur [80]. Son yillarda,
stiperkritik akiskan ekstraksiyonu bu &zelliklerinden dolayr bilinen ekstraksiyon
metotlarina gore alternatif bir metot olarak kullanilmakta ve diger ekstraksiyon

yontemleri ile yapilamayan bir¢cok uygulamay1 gerceklestirebilmektedir [76], [81].

15



1.6. PAKLITAKSEL EKSTRAKSIYONU iLE ILGILi YAPILMIS CALISMALAR

Taxus baccata L.’nin igne yapraklarindan klasik ¢oziicii ekstraksiyonu yontemi ile
Guenard ve arkadaslar1 % 0.02 oraninda elde edilen 10-DAB I (10) miktarin1 5 kat
artirarak, 1 kg yapraktan 1g 10-DAB III elde etmislerdir [82].

Taxus baccata L.’nin yapraklarindan mikrodalga ekstraksiyon yontemi kullanilarak
Talebi ve arkadaslari 59 mg/kg paklitaksel (9) elde etmisler. Ayni ¢alisma klasik
ekstraksiyon yontemi ile yapildiginda ise 62 mg/kg paklitaksel (9) elde etmislerdir [83].

Taxus baccata nin igne yapraklarindan kati faz ekstraksiyon yontemi ile Mroczek ve
arkadaslart % 0.0566 ve dallarindan % 0.0695 oraninda 10-DAB Il (10) izole
etmiglerdir [84].

Taxus cuspidata’ nin sivi karbondioksitin ¢oziicii olarak kullanildigr ekstraksiyon
isleminde Kukuchi ve arkadaslar1 ekstraksiyon sonucunda % 0.02 oraninda paklitaksel
(9), % 0.04 oraninda bakkatin 111 (11) ve % 0.04 oraninda 10-DAB IlI (10) elde
etmiglerdir. Ayn1 ¢alismaya sicaklik ve ekstraksiyon sabit birakilarak CO, + metanol
karisimi ile gergeklestirilen ekstraksiyon islemi sonunda paklitaksel (9) ve 10-DAB Il
(10) miktarlarinda belirgin artislar elde etmislerdir. Bu ¢alismanin ii¢iincii sathasinda ise
metanol ¢oziicli olarak kullanilmig ve ekstraksiyon sonunda % 0.03 paklitaksel (9), %
0.05 bakkatin I11 (11) ve % 0.06 10-DAB I11 (10) eldesi saglanmistir [85].

Taxus baccata L.’nin dal ve yapraklarina uygulanan klasik ¢oziicii ekstraksiyonu ile
Glowniak ve arkadaslar1 dallarindan 12.7 mg/kg paklitaksel (9), 302.2 mg/kg 10-DAB
I11 (10), 45.7 mg/kg bakkatin 111 (11) ve 7.9 mg/kg sefalomannin (12) izole etmislerdir.
Igne yapraklarindan yapilan ekstraksiyon sonucunda ise 12.9 mg/kg paklitaksel (9),
145.9 mg/kg 10-DAB Il (10), 37.2 mg/kg bakkatin 111 (11) ve 34.6 mg/kg

sefalomannin (12) izole edilmistir [86].

Taxus brevifolia’nin dallarindan ana ¢ozlicii siiperkritik nitrdz oksit kullanilan
calismada Vandana ve arkadaslari1 331.9 K sicaklik ve 34.76 MPa basing ile
ekstraksiyon gergeklestirerek 24.2 mg/kg paklitaksel (9) elde etmislerdir. Bu ¢alismanin
ikinci basamaginda 320.6 K sicaklik ve 10.45 MPa basing altinda % 6.3 mol etanol ile

stiperkritik nitr6z oksitin karistirilmasi sonucunda 24.4 mg/kg paklitaksel (9) eldesi
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saglanmustir. Uciincii basamakta ise 330.8 K sicaklik, 34.34 MPa basing ve % 10.5 mol
etanol kullaniminda 159.56 mg/kg paklitaksel (9) elde edilerek artis saglanmustir [87].

Taxus cuspidata’nin kabuk kisimlarini hizlandirilmis ¢6ziicti ekstraksiyonu yontemi
kullanilarak Kawamura ve arkadaslar1 degisken sicakliklarda 15 dakika 10.13 MPa
basing altinda ekstrakte edilmistir. Bu yontem ile 160 °C sicakliga kadar bitki geri
kazanimi artis gosterirken bu sicakliktan 200 °C sicakliga kadar ise geri kazanimda
diisiis oldugunu gormiislerdir ve 160 °C ye kadar ekstrakt edilen madde miktarinda artis
varken bundan sonraki sicakliklarda azalma oldugu da tespit edilmistir. Ekstraksiyon
sirasinda ¢Oziicii olarak aseton, su, benzen, diklorometan, asetonitril, etilasetat,
metanol, etanol ve izopropil alkol kullanilmistir. Bu geri kazanim islemi igin en iyi
¢oOziicli metanol olarak belirlenmistir. Calismada hizlandirilmis ¢oziicli ekstraksiyonu
kullanilmas: ile siirenin kisaltilmasi ve yiiksek sicakliklarda calisabilme avantaji
saglanirken ekstrakte edilen paklitaksel (9) miktarinin da klasik ekstraksiyon yontemine
nazaran 50 kat, 1sitilmis su ekstraksiyonuna gore ise 5 kat daha iyi sonug¢ verdigi de

gosterilmistir [88].

Taxus cuspidata’ ya hiicre kiiltiirii yontemi ile yapilan ¢alismada Nguyen ve arkadaglari
4 hafta sonrasinda paklitaksel (9) miktarin1 149 pg/L, 10-DAB 11l (10) 1.9 mg/L ve
bakkatin 111 (11)’ i 583 pg/L seviyesinde elde etmislerdir [89].

Taxus cuspidata’nin yapraklarindan 308 K sicaklik ve 300 bar basingta, 4 saat
stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu Chun ve arkadaslari ile paklitaksel (9) kiitlece
% 0.262 ve ayni islemler sadece sicakligi 323 K yapildiginda bakkatin 111 (11)’ iin
kiitlece % 0.644 oraninda eldesini saglamislardir [90].

Taxus baccata’nin yapraklarindan klasik ¢6ziicli ekstraksiyon metodu kullanilarak
yapilan ¢alismada Saicic ve arkadaslar1 ¢6ziicii olarak etanol, diklorometan ve etilasetat

ile 265 mg/kg 10-DAB I11 (10) elde etmislerdir [91].

Taxus brevifolia’nin dallarindan % 0.014 oraninda paklitakseli (9) Suffness ve

arkadaslar Klasik ¢oziicii ekstraksiyon yontemi kullanarak elde etmislerdir [92].

Mikrodalga ekstraksiyon sistemi ile Mattina ve arkadaslar1 paklitaksel (9), sefalomannin
(12) ve 10-DAB 11l (10)’ iin geri kazanimi igin ¢alismalar yapmuslardir. Calismada

¢Oziicii olarak metanol kullanildiginda her {icii icin de % 90 oraninda geri kazanim
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varken % 95’ lik etanol kullanildiginda ise paklitaksel (9) ve 10-DAB 111 (10) i¢in % 85
ve sefalomannin (12) i¢in % 90 oraninda, kloroform ¢oziicii olarak kullanildigi zaman
paklitaksel (9) ve sefalomannin (12) i¢in % 40, 10-DAB 111 (10) igin % 60 oraninda geri
kazanim miktarlarinin azaldigini gozlemlemislerdir. Tiim bu c¢alismalarin sonucunda
mikrodalga ekstraksiyon ile klasik ¢6ziicli ekstraksiyonunun geri kazanim degerlerinin
yakin oldugu ve bu yontemin taksanlarin geri kazanimi i¢in uygulanan ekstraksiyon

deneylerine uygun bir yontem oldugu tespit edilmistir [93].

Taxus brevifolia, Taxus cuspidata, Taxus canadensis, Taxus media c.v gibi ¢esitli
Taksus tiirlerinin Witherup ve arkadaslar1 ekstraksiyonu ile paklitaksel (9) ve 10-DAB
IIT (10)’ tin miktarlart i¢in ¢alisilmistir. Calisma sonucunda en fazla paklitakselin (9)
Taxus canadensis, Taxus cuspidata, ve Taxus brevifolia’da bulundugu belirlenmistir.
10-DAB 1III (10)’ in de en fazla (paklitaksele oranla daha az miktarda) Taxus
brevifolia’da bulundugu belirlenmistir [94].

Taxus baccata L.’nin igne yapraklari kullanilarak yapilan stiperkritik karbondioksit
ekstraksiyonunda Heaton ve arkadaslari % 10 metanol kullanarak, 400 atm basing, 50
°C sicaklik ve 15-105 dakika zaman araliklarinda ekstraksiyon islemini
gerceklestirmislerdir. Calisma sonucunda klasik c¢oziicii ekstraksiyonu ile yapilan

calismaya gore bu ¢calismada daha az miktarda taksisin eldesi saglanmistir [95].

Taxus baccata L.’nin ince dallarinin kullanildig1 ultrasonik, mikrodalga, sokslet ve
basingli sivi ekstraksiyon yontemlerinin Wianowska ve arkadaslar calisildigi ve bu
calisma sonucunda elde edilen ekstrakt miktarlarina gore yontemleri birbirlerine gore

kiyaslamiglardir. Calisma sonucu elde edilen taksan miktarlar1 cizelge’de verilmistir

[96].

Cizelge 1.5. Farkli ekstraksiyon metotlari ile elde edilen taksanlar [96].

Ekstraksiyon metodu 10-DAB 111 (mg/g) Sefalomanin (mg/g) Paklitaksel (mg/g)
USE (20 °C) 0.1114 0.0795 0.0246
USE (60 °C) 0.1229 0.0755 0.0246
MDE (Kapali) 0.0341 0.0181 0.0008
MDE (Agik) 0.1454 0.0429 0.0136
BSE (1) 0.1470 0.0831 0.0360
BSE (I1) 0.1766 0.0890 0.0104
SE 0.2059 0.1175 0.0518
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Taxus media ve Taxus brevifolia’nin ham yapraklarinin klasik ¢oziicii ekstraksiyonu
kullanilarak Gibson ve arkadaslar1 ekstrakte etmislerdir. Ekstraksiyon islemlerinde
¢oOziici olarak toluen, diklorometan, etil eter, etil asetat, metanol ve etanol
kullanmuslardir [97].

Cizelge 1.6. Klasik ¢oziicli ekstraksiyonu kullanilarak elde edilen taksanlar [98].

Islem % Paklitaksel (Taxus media) Taxus brevifolia | Paklitaksel ( ng/g)
Taze yaprak 0.005 (1) % 40 Etanol 361
Dondurulmus kuru yaprak 0.015 (2) % 40 Etanol 182
% 100 Metanol 0.031
% 50 Metanol 0.042
C18-SPE 0.0324
% 40 Etanol-C18-SPE 1.543

Taxus cuspidata ve Taxus media’dan kati faz ekstraksiyon teknigi (SPE) ile Lou ve
arkadaslar taksanlar1 elde etmislerdir. Calismalar sonucunda Taxus cuspidata ve Taxus
media’dan 50.39 mg, 51 mg paklitaksel (9) ve 46.16 mg, 132 mg 10-DAB Il (10) elde
etmislerdir [98].

Taxus cuspidata hicksii’ nin bitki materyallerinden Cociancich ve arkadaslar1 metanol
ile ekstraksiyon islemi gerceklestirmislerdir. Daha sonra ise vakum altinda konsantre
ederek, kuru ekstrakti su ile seyriltmisler ve siklohekzan-DCM ile sivi-sivi ekstraksiyon

uygulamislardir [99].

Taxus brevifolia, Taxus baccata, Taxus canadensis, Taxus wallichiana, Taxus
vunnanensis, Taxus densiformis, Taxus hicksii, Taxus wardii, Taxus cuspidata, Taxus
capitata, Taxus brownii tiirlerinin igne ve yapraklarin1 Kullanarak Bui-Khae ve
arkadaslar1 paklitaksel iizerinde yapilan calismiglardir. Calismada ilk olarak ¢okme
islemi yapilmistir. Ugiincii basamakta perklarizasyon islemi yapilmistir. Dérdiincii islem
olarak da yine ¢okelme islemi yapilmistir. Bu islemlere ek olarak kromatografik
saflagtirma islemleri uygulanmis ve % 40-% 60 oraninda paklitaksel (9) eldesi

saglanmistir [100].

Taxus canadensis’ in igne ve yapraklarindan yaptiklart ¢alismada Jian Lui ve
arkadaslar1 ekstraksiyon isleminde ¢oziicii olarak metanolii kullanmiglardir ve ¢oziicii-

ornek muamelesi i¢in Bui-Khae ve arkadaglarina gore daha az siirede 3 saatte
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ekstraksiyon islemini gergeklestirmislerdir. Bu islemlerde oOnce hekzan-su
ekstraksiyonuyla yagimsiliklar, DCM-su ile de safsizliklarin  giderilmesini
amaglamiglardir. 600 kg biyokiitleden yaklasik olarak 45 kg paklitaksel (9) elde
edilmistir [101].

Taxux media Hicskii’ nin kok, yaprak ve dallarin1 kullarak Gabetta ve arkadaslari toz
halindeki numuneyi sulu aseton ile ekstrakte etmislerdir. Ekstrakt vakum altinda
konsantre edildikten sonra metanol ve diklorometan ile 5 kez ekstraksiyon islemi
uygulanir. Toplamda 1000 kg kullanilan numuneden, en son kromatografik saflastirma

uygulamalarindan sonra 255 g paklitaksel (9) eldesi saglanmistir [102].

Taxus chinensis’ in hiicre kiiltiirinden Pyo ve arkadaslar1 bitki kiiltiirinii oda
sicakliginda metanolle ekstrakte etmislerdir. Bu ekstraksiyon isleminin uygulanisini
karistiric1 lizerinde 30 dakika olacak sekilde yapilmistir. Ekstraksiyon islemi 4 kez
tekrarlandiktan sonra elde edilen metanol ekstraktini vakum altinda konsantre hale
getirmislerdir. Konsantreye DCM eklenerek calkalanir ve DCM fazi ayrilir. Ayrilan
DCM faz1 vakumda konsantre edilerek kurutulur. 100 kg kullanilan numuneden en son
yapilan kromatografik islemler sonunda % 6.9 saflikta 737 g paklitaksel (9) elde
edilmistir [103].

Taxus baccata yapraklarinindan Ramados ve arkadaslari oda sicakliginda 12 saat

boyunca ekstraksiyon islemi uygulamislardir. 23.1 g son iiriin elde edilir, % 93.5 10-
DAB 111 (10) igermektedir [104].

Taxus Cuspidata yapraklarindan Han ve arkadaslar1 ekstraksiyon islemi
uygulamiglardir. Bu islemde karistiricida oda sicakliginda 3 saat boyunca metanolle
karigtirarak ekstraksiyon gerceklestirilmistir. 10 kg numuneden % 98.5 saflikta 900 mg
paklitaksel (9) eldesi saglanmstir [105].

Farkli taxus tiirleri kullanan EISholy ve arkadaslari ekstreksiyon iglemleri igin diger
arastirmacilardan farkli olarak etanol tercih etmislerdir ve maserasyon siiresini 24 saat

olarak belirlemislerdir [106].

Corylus arellana L.” nin sert kabuk, yesil kabuk ve yapraklarimi kullanan Hoffman ve
Shahidi ilk olarak hekzan ile yagimsilikliri ayirmiglardir. Tortular uzaklastirilarak 40

°C’ de konsantre edilmistir. Sonuglarda 1.9 pg paklitaksel (9) eldesi saglanmistir [107].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. PAKLITAKSEL KESIN MIKTAR TAYINI CALISMALARI
2.1.1. Ekstraksiyon Cahsmasi icin Numune Hazirlama

Bu asamada ¢alismamiz da belirtildigi {izere oncelikle findik sert kabugunda var olan
paklitakselin (9) kesin miktarinin belirlenmesi amaglanmistir.  Calismalarimizda
objektif sonuc¢ elde edebilmek amaciyla iilkemizin biitiin findik yetisen illerinden
(Trabzon, Giresun, Ordu, Samsun, Diizce ve Sakarya) sert kabuk numuneleri toplandi
ve golgede kurutuldu. Kurutulan ve karistirilan numuneler 6giitiicii degirmende 80 mesh
boyutuna kadar ogiitiildii. Ogiitilen numunelerden 30’ar gramm ayrilarak derin
dondurucuda analiz islemine kadar bekletilmistir. En uygun ekstraksiyon metodunun
belirlenmesinin akabinde belirlenen metod ile bu 6rneklemeler tekrar analiz edilmistir.

Toplanan numuneler asagida tabloda verilmistir.

Cizelge 2.1. Numunelerin bolgeleri.

Numune

Kodu Numunenin alindig1 yer Rakim (m)
N1 Diizce / Hacialiler mevkii 0-250
N2 Diizce / Cilimli / Kirkharman Koyt 250-500
N3 Diizce / Cumayeri ilgesi 250-500
N4 Diizce / Muncurlu mevkii 500+
N5 Diizce / Golyaka / Muhapdede koyt 500+
N6 Sakarya / Karasu / Aziziye / Karabasdere mevkii 0-250
N7 Sakarya / Kocaali / Kozluk kdyii 0-250
N8 Sakarya / Kocaali / Melen ovasi 0-250
N9 Sakarya / Karapiir¢cek / Mecidiye / Gavurharmani Koyt 250-500
N10 Sakarya / Geyve 500+
N11 Trabzon / Arsin / Elmaalan / Bekarli 0-250
N12 Trabzon / Yomra / Yenice / Algak mah 0-250
N13 Trabzon / Vakfikebir / Hacikdy mah 0-250
N14 Trabzon / Arsin / Yesilce / Kerimoglu 250-500
N15 Trabzon / Yomra/ Yenice / Cami mah 250-500
N16 Trabzon / Arsin / Elmaalan / Alsancak 500+
N17 Giresun / Merkez 0-250
N18 Samsun / Terme / Sakarlt 0-250
N19 Samsun / Kirazlik / Cimenli koyii 250-500
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Calismamizda ekstraksiyon ve analiz islemleri HPLC grade saflikta c¢oziiciiler ile
gerceklestirilmistir. Numune Ogiitme islemi RETSCH SM 100 marka degirmende
gerceklestirilmistir. Coziicii evaporasyonu Heidolph Hei-Vap Value HL/G1 marka
Rotary Evaporator ile gerceklestirilmistir. HPLC analizleri SHIMADZU MARKA LC-
20A model cihazi ile gerceklestirilmistir.

2.1.2. Ekstraksiyon Islemleri

Kurutulup 6giitiilen numuneler 10 gram olacak sekilde tartilarak balona alindi. Balona
asagidaki tabloda belirtilen ¢oziicli sistemlerinde tartilan miktarlar1 1siktan korumak
amaciyla folyo ile sarilan balonda oda sicakliginda 400 rpm de karistirildildi. Akabinde
stiziilen karigim rotary evaporatérde Kuruluga kadar buharlastirildi. Kalan kuru ekstrakt
30 ml metanolde ¢oziildiikten sonra yagimsi madde-boyar madde safsizliklarindan
kurtulmak amaciyla hekzan ile (3x30 ml) yikandi. Metanol fazi alinip evapore
edildikten sonra HPLC analizi icin 4 ml metanolde ¢éziiliip viallendi. Ornekler analize

kadarli amber renkli vialde -20 °C’ de saklanmustir.

Cizelge 2.2. Cozlicii sistemi.

Coziici Siire (saat) Coziicii Oran Yiizde Oran (%)
(9/mL)
Metanol 72-48-24-16-8 1:5-1:10-1:15 100
Etanol 72-48-24-16-8 1:5-1:10-1:15 100
Aseton 72-48-24-16-8 1:5-1:10-1:15 100
DCM 72-48-24-16-8 1:5-1:10-1:15 100
Metanol-Etanol 72-48-24-16-8 1:5-1:10-1:15 75:25-50:50-25:75
Metanol-Aseton 72-48-24-16-8 1:5-1:10-1:15 75:25-50:50-25:75
Metanol-DCM 72-48-24-16-8 1:5-1:10-1:15 75:25-50:50-25:75
Etanol-Aseton 72-48-24-16-8 1:5-1:10-1:15 75:25-50:50-25:75
Etanol-DCM 72-48-24-16-8 1:5-1:10-1:15 75:25-50:50-25:75
Aseton-DCM 72-48-24-16-8 1:5-1:10-1:15 75:25-50:50-25:75
Etanol-Metanol 72-48-24-16-8 1:5-1:10-1:15 25:75-50:50-75:25
Aseton-Etanol 72-48-24-16-8 1:5-1:10-1:15 25:75-50:50-75:25
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Cizelge 2.2 (devam). Coziicii sistemi.

Aseton-Metanol 72-48-24-16-8 1:5-1:10-1:15 25:75-50:50-75:25
DCM-Metanol 72-48-24-16-8 1:5-1:10-1:15 25:75-50:50-75:25
DCM-Aseton 72-48-24-16-8 1:5-1:10-1:15 25:75-50:50-75:25
DCM-Etanol 72-48-24-16-8 1:5-1:10-1:15 25:75-50:50-75:25

2.1.2.1. Aktif Karbon Etkisi

Ekstraksiyon isleminde adsorban etkisinin ol¢lilmesi amaciyla bazi numuneler segilerek
hekzan muamalesi sonras1 aktif karbon ile muamele edilmistir. Bu amagla evaporasyon
sonrast numune 30 ml diklorometanda ¢6ziilmiis ve akabinde 5 gram aktif karbon
eklenerek 10 dakika karistirtlmistir. Karistirma sonrasi mavi bant siizge¢ kagidindan

stiziilmiis ve evapore edilerek HPLC analizine hazir hale getirilmistir.
2.1.2.2. Asit Etkisi

Ekstraksiyona asit etkisini Olgebilmek amaciyla bazi numuneler i¢in ekstraksiyon
ortamina % 0,01 oraninda asetik asit eklenerek asidik ortamda ekstraksiyon denemesi

gergeklestirilmistir.

2.1.3. HPLC Analizi

Analizler HPLC ters faz (RP) fenil hekzil kolonda (250 x 4.6 mm, 5 pm partikiil
biiyiikliigii) gerceklestirilmistir. Mobil faz gradient programda (ACN:H,O - 25:75,
75:25, 40 dk) 1.00 mL/min akis hizinda ve oda sicakligindaki kolonda
gerceklestirilmistir.  Enjeksiyon hacmi 20 pL olup UV dedektorde 227 nm’ de pikler
tayin edilmistir. Standart olarak dort adet molekiil (paklitaksel (9), sefalomannin (12),
bakkatin 111 (11) ve 10-deasetil bakkatin IIT (10) ) kullanilmustir.

HPLC’de elde edilen piklerin dogrulamasi 3 sekilde gergeklestirilmistir.
2.1.3.1. I¢ Standart Metodu

Bu asamada ham ekstrakt icerisine konsantrasyonu belirli standartlardan eklenmis ve

eluant kesin olarak tespit edilmistir.
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2.1.3.2. Saf Eluant Piki

Tespit edilen pikler fraksiyon kollektorde toplanmis ve akabinde saf olarak yliriitiilerek

saf standart ile ¢cakigsmasi tespit edilmistir.
2.1.3.3. Kiitle Tayini

Saf eluantlar toplanip dogrulama amaciyla LC-MS/MS ile tayin yapilmigtir. Eluant
MRM (Multiple reaction monitoring) kiitlesi tayin edilmis ve dogrulanmistir. MRM’de
Shimadzu LC MS/MS 8040 cihaz1 kullanilmistir. Calisma sartlar; LC Sartlari; Mobil
faz A: Ultra saf su (%0.1 formik asit), Mobil faz B: Asctonitril, Akis: 0.3 ml/dKk,
Enjeksiyon hacmi: 5 pL, Gradient sistem; Zaman: 0. dk, B kons. %5, Zaman: 2. dk, B
kons. %95, Zaman: 5. dk, B kons. %95, Zaman: 5.1 dk, B kons. %5, Zaman: 8. dk, stop.

MS/MS sartlart; Polarite: ESI (+), Ion Spray Voltaj: 4.5 kV, Nebulizing gaz: 1.5 L/dk,
Drying gaz: 10 L/dk, Desolvation Line Temperature: 25 °C, Block Heater Temperature:
400 °C .
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3. BULGULAR

3.1. HPLC YONTEM CALISMASI SONUCLARI

Bu asamada oOncelikle standartlarin ayirimi igin yontem gelistirilmistir. Bu amagla
oncelikle ODS3 kolonda bir ¢ok farkli yontem c¢alisilmasina ragmen istenilen sonuglara
ulagilamayinca fenilhekzil kolon denemelerine gecilmistir. Akabinde yapilan izotermal
ve gradient sartlarda denemelerde deneysel kisimda bahsi gecen yontemle en uygun

ayirim gerceklestirilmis ve analizler yapilmistir.

3.1.1. i¢ Standart Metodu

Bu asamada ham ekstrakt icerisine konsantrasyonu belirli standartlardan eklenmis ve

eluant kesin olarak tespit edilmistir.
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Sekil 3.1. Dort standartin (paklitaksel, sefalomannin, bakkatin 111 ve
10-deasetil bakkatin 111) HPLC kromatogramia.
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Sekil 3.2. Numune ile birlikte dort standartin (paklitaksel, sefalomannin, bakkatin 111 ve
10-deasetil bakkatin 111) HPLC kromatogramu.

(X100,000)
259 ( )

Sekil 3.3. Numune + dort standart ve numueneye i¢ standart eklenmis (paklitaksel,
sefalomannin, bakkatin 111 ve 10-deasetil bakkatin 111) HPLC kromatograminda sadece
paklitaksel kisminin gosterimi (Siyah: std, Mavi: numune, Kirmizi: numuneye i¢ std
eklenmis hali).

3.1.2. Saf Eluant Piki

Tespit edilen pikler fraksiyon kollektorde toplanmis ve akabinde saf olarak yiiriitiilerek

saf standart ile ¢gakismasi tespit edilmistir.
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Sekil 3.4. Saf elantimiz ve paklitaksel standartinin HPLC kromatogrami (Siyah: saf
paklitaksel, kirmizi: saf eluant).

3.1.3. Kiitle Tayini

Saf eluantlar toplanip dogrulama amaciyla LC-MS/MS ile tayin yapilmistir. Eluant

MRM (Multiple reaction monitoring) kiitlesi tayin edilmis ve dogrulanmistir.

55.00>374.05(H@1 (1)ID#:1 m/z:855.00>357.00

1.081

Type:Target
Name:paklitaksel

Ret. Time:4.604

Area:14739
Event:1
# m/z

1 855.00>=358.00
2 855.00>=374.05

Sekil 3.5. Saf eluantin MRM sonucu.

3.2. EKSTRAKSIYON CALISMASI SONUCLARI

Bu noktada belirtilmesi gereken husus oncelikli olarak 8 ve 16 saatlik galismalar

komplike bir sekilde calisilmistir. Akabinde HPLC analizleri neticesinde yiiksek etken

madde degerleri ¢ikan sartlarin daha ileri saat ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
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Bu nedenle 8 ve 16 saatlik analiz sonuglar1 ¢ok daha fazla adettedir. Sonuglar kuru 1

gram sert kabukta mikrogram seklinde verilmistir.

Calismada paklitakselin, yani sira sefalomannin, bakkatin III ve 10-deasetil bakkatin

III’de kullanilarak bunlarin sonuglari da elde edilmistir.
3.2.1. Sekiz (8) Saatlik Calisma Sonuclar:

3.2.1.1. Sekiz (8) Saatlik Paklitaksel Sonuglart

Cizelge 3.1. Sekiz (8) saatlik paklitaksel sonuglari.

Karisim Coziici Siire Miktar
No Coziicii
(ylizde) (oran g/ml) (saat) (ng/19)
1 M 100 1:5 8 1,48
2 M 100 1:10 8 2,15
3 M 100 1:15 8 2,17
4 E 100 1:5 8 0,47
5 E 100 1:10 8 0,44
6 E 100 1:15 8 2,31
7 DCM 100 1:5 8 1,22
8 DCM 100 1:10 8 1,32
9 DCM 100 1:15 8 0,97
10 A 100 1:5 8 0,37
11 A 100 1:10 8 0,53
12 A 100 1:15 8 0,64
13 M A 75:25 1:5 8 *
14 M A 75:25 1:10 8 1,68
15 M A 75:25 1:15 8 0,92
16 M A 50:50 1:5 8
17 M A 50:50 1:10 8
18 M A 50:50 1:15 8 *
19 M A 25:75 1:5 8 *
20 M A 25:75 1:10 8 *
21 M A 25:75 1:15 8 *
22 M E 75:25 1:5 8 *
23 M E 75:25 1:10 8 *
24 M E 75:25 1:15 8 *
25 M E 50:50 1:5 8 *
26 M E 50:50 1:10 8 *
27 M E 50:50 1:15 8 *
28 M E 25:75 1:5 8 *
29 M E 25:75 1:10 8 *
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Cizelge 3.1 (devam). Sekiz (8) saatlik paklitaksel sonuglari.

Karigim Coziicu Siire Miktar
No Coziici
(ylizde) (oran g/ml) (saat) (ng/l9)

30 M E 25:75 1:15 8 *
31 E A 75:25 1:5 8 0,51
32 E A 75:25 1:10 8 0,61
33 E A 75:25 1:15 8 0,89
34 E A 50:50 1:5 8 0,48
35 E A 50:50 1:10 8 0,56
36 E A 50:50 1:15 8 0,61
37 E A 25175 1:5 8 0,86
38 E A 25:75 1:10 8 0,51
39 E A 25:75 1:15 8 0,57
40 DCM| M 75:25 1:5 8 *
41 DCM| M 75:25 1:10 8 1,02
42 DCM| M 75:25 1:15 8 1,02
43 DCM| M 50:50 1:5 8 *
44 DCM| M 50:50 1:10 8 1,54
45 DCM| M 50:50 1:15 8 1,75
46 DCM| M 25175 1:5 8 *
47 DCM| M 25175 1:10 8 1,85
48 DCM| M 25175 1:15 8 1,35
49 DCM| E 75:25 1:5 8 1,74
50 DCM| E 75:25 1:10 8 1,38
51 DCM| E 75:25 1:15 8 1,41
52 DCM| E 50:50 1:5 8 1,07
53 DCM| E 50:50 1:10 8 0,97
54 DCM| E 50:50 1:15 8 1,05
55 DCM| E 25175 1:5 8 0,92
56 DCM| E 25175 1:10 8 0,78
57 DCM| E 25:75 1:15 8 0,89
58 A | DCM 75:25 1:5 8 0,46
59 A | DCM 75:25 1:10 8 0,66
60 A | DCM 75:25 1:15 8 0,89
61 A | DCM 50:50 1:5 8 0,93
62 A | DCM 50:50 1:10 8 0,99
63 A | DCM 50:50 1:15 8 1,18
64 A | DCM 25:75 1:5 8 *
65 A | DCM 25:75 1:10 8 1,04
66 A | DCM 25:75 1:15 8 1,18
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3.2.1.2. Sekiz (8) Saatlik Sefalomannin Sonuglar

Cizelge 3.2. Sekiz (8) saatlik sefalomannin sonuglart.

Karisim Cozici Siire Miktar
No Coziicii
(yiizde) (oran g/ml) (saat) (ng/lg)

1 M 100 1:5 8 5,87
2 M 100 1:10 8 6,34
3 M 100 1:15 8 7,57
4 E 100 1:5 8 2,73
5 E 100 1:10 8 4,47
6 E 100 1:15 8 6,54
7 DCM 100 1:5 8 4,79
8 DCM 100 1:10 8 6,26
9 DCM 100 1:15 8 4,43
10 A 100 1:5 8 1,96
11 A 100 1:10 8 3,80
12 A 100 1:15 8 3,23
13 M A 75:25 1:5 8 *
14 M A 75:25 1:10 8 7,80
15 M A 75:25 1:15 8 7,09
16 M A 50:50 1:5 8 *
17 M A 50:50 1:10 8 *
18 M A 50:50 1:15 8 *
19 M A 25175 1:5 8 *
20 M A 25:75 1:10 8 *
21 M A 25175 1:15 8 *
22 M E 75:25 1:5 8 *
23 M E 75:25 1:10 8 *
24 M E 75:25 1:15 8 *
25 M E 50:50 1:5 8 *
26 M E 50:50 1:10 8 *
27 M E 50:50 1:15 8 *
28 M E 25175 1:5 8 *
29 M E 25:75 1:10 8 *
30 M E 25175 1:15 8 *
31 E A 75:25 1:5 8 4,28
32 E A 75:25 1:10 8 3,06
33 E A 75:25 1:15 8 3,96
34 E A 50:50 1:5 8 3,29
35 E A 50:50 1:10 8 3,49
36 E A 50:50 1:15 8 3,01
37 E A 25:75 1:5 8 1,77
38 E A 25:75 1:10 8 2,36
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Cizelge 3.2 (devam). Sekiz (8) saatlik sefalomannin sonuglart.

39 E A 25:75 1:15 8 2,45
40 DCM | M 75:25 1:5 8 *
41 DCM | M 75:25 1:10 8 4,68
42 DCM | M 75:25 1:15 8 5,61
43 DCM | M 50:50 1:5 8 *
44 DCM | M 50:50 1:10 8 4,49
45 DCM | M 50:50 1:15 8 412
46 DCM | M 25:75 1:5 8 *
47 DCM | M 25175 1:10 8 5,78
48 DCM M 25175 1:15 8 7,09
49 DCM E 75:25 1:5 8 7,91
50 DCM E 75:25 1:10 8 8,12
51 DCM E 75:25 1:15 8 7,54
52 DCM E 50:50 1:5 8 5,91
53 DCM E 50:50 1:10 8 5,26
54 DCM E 50:50 1:15 8 6,51
55 DCM E 25175 1:5 8 3,07
56 DCM E 25:75 1:10 8 3,64
57 DCM E 25175 1:15 8 4,81
58 A | DCM 75:25 1:5 8 2,30
59 A | DCM 75:25 1:10 8 3,18
60 A | DCM 75:25 1:15 8 5,26
61 A | DCM 50:50 1:5 8 5,86
62 A DCM 50:50 1:10 8 6,21
63 A | DCM 50:50 1:15 8 6,28
64 A | DCM 25:75 1:5 8 *
65 A DCM 25175 1:10 8 7,93
66 A | DCM 25175 1:15 8 7,77
3.2.1.3. Sekiz (8) Saatlik Bakkatin 11l Sonuglart
Cizelge 3.3. Sekiz (8) saatlik bakkatin III sonuglari.
Karisim Cozici Siire Miktar
No Coziicii
(ylizde) (oran g/ml) (saat) (ug/lq)

1 M 100 1:5 8 7,10
2 M 100 1:10 8 7,21
3 M 100 1:15 8 6,44
4 E 100 1:5 8 0,95
5 E 100 1:10 8 1,67
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Cizelge 3.3 (devam). Sekiz (8) saatlik bakkatin III sonuglari.

Karigim Coziicii Siire Miktar
No Coziicti
(yiizde) (oran g/ml) (saat) (ng/l9)

6 E 100 1:15 8 3,69

DCM 100 1:5 8 3,26

DCM 100 1:10 8 2,96

DCM 100 1:15 8 3,09
10 A 100 1:5 8 0,52
11 A 100 1:10 8 1,14
12 A 100 1:15 8 0,91
13 M A 75:25 1:5 8 *
14 M A 75:25 1:10 8 450
15 M A 75:25 1:15 8 1,76
16 M A 50:50 1:5 8 *
17 M A 50:50 1:10 8 *
18 M A 50:50 1:15 8 *
19 M A 25175 1:5 8 *
20 M A 25175 1:10 8 *
21 M A 25175 1:15 8 *
22 M E 75:25 1:5 8 *
23 M E 75:25 1:10 8 *
24 M E 75:25 1:15 8 *
25 M E 50:50 1:5 8 *
26 M E 50:50 1:10 8 *
27 M E 50:50 1:15 8 *
28 M E 25175 1:5 8 *
29 M E 25175 1:10 8 *
30 M E 25:75 1:15 8 *
31 E A 75:25 1:5 8 1,57
32 E A 75:25 1:10 8 1,61
33 E A 75:25 1:15 8 1,74
34 E A 50:50 1:5 8 1,22
35 E A 50:50 1:10 8 1,27
36 E A 50:50 1:15 8 1,16
37 E A 25:75 1:5 8 0,50
38 E A 25175 1:10 8 0,84
39 E A 25:75 1:15 8 0,65
40 DCM M 75:25 1:5 8 *
41 DCM M 75:25 1:10 8 3,54
42 DCM M 75:25 1:15 8 5,83
43 DCM M 50:50 15 8 *
44 DCM M 50:50 1:10 8 1,21
45 DCM M 50:50 1:15 8 1,22
46 DCM M 25175 1:5 8 *
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Cizelge 3.3 (devam). Sekiz (8) saatlik bakkatin III sonuglari.

Karigim Coziicii Siire Miktar
No Coziici No
(yiizde) | (oran g/ml) (saat) (ng/l9)
47 DCM M 25:75 1:10 8 1,66
48 DCM M 25175 1:15 8 2,15
49 DCM E 75:25 1:5 8 3,51
50 DCM E 75:25 1:10 8 5,78
51 DCM E 75:25 1:15 8 451
52 DCM E 50:50 1:5 8 1,94
53 DCM E 50:50 1:10 8 1,89
54 DCM E 50:50 1:15 8 3,72
55 DCM E 25175 1:5 8 1,41
56 DCM E 25175 1:10 8 1,38
57 DCM E 25175 1:15 8 2,20
58 A DCM 75:25 1:5 8 0,92
59 A DCM 75:25 1:10 8 1,36
60 A DCM 75:25 1:15 8 2,27
61 A DCM 50:50 1:5 8 3,53
62 A DCM 50:50 1:10 8 3,51
63 A DCM 50:50 1:15 8 3,11
64 A DCM 25:75 1:5 8 *
65 A DCM 25:75 1:10 8 3,35
66 A DCM 25175 1:15 8 3,20
3.2.1.4. Sekiz (8) Saatlik 10-Deasetil Bakkatin 111 Sonuglar
Cizelge 3.4. Sekiz (8) saatlik 10-deasetil bakkatin 111 sonuglari.
Karigim Coziicii Stire Miktar
No Coziicii
(ylizde) (oran g/ml) (saat) (ug/19)

1 M 100 1:5 8 7,60
2 M 100 1:10 8 6,34
3 M 100 1:15 8 7,50
4 E 100 1:5 8 0,14
5 E 100 1:10 8 0,23
6 E 100 1:15 8 4,47
7 DCM 100 1:5 8 1,59
8 DCM 100 1:10 8 *
9 DCM 100 1:15 8 1,21
10 A 100 1:5 8 *
11 A 100 1:10 8 0,48
12 A 100 1:15 8 0,15
13 M A 75:25 1:5 8 *
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Cizelge 3.4 (devam). Sekiz (8) saatlik 10-deasetil bakkatin III sonuglari.

14 M A 75:25 1:10 8 5,15
15 M A 75:25 1:15 8 0,26
16 M A 50:50 1:5 8 *
17 M A 50:50 1:10 8 *
18 M A 50:50 1:15 8 *
19 M A 25:75 1:5 8 *
20 M A 25:75 1:10 8 *
21 M A 25175 1:15 8 *
22 M E 75:25 1:5 8 *
23 M E 75:25 1:10 8 *
24 M E 75:25 1:15 8 *
25 M E 50:50 1:5 8 *
26 M E 50:50 1:10 8 *
27 M E 50:50 1:15 8 *
28 M E 25175 1:5 8 *
29 M E 25:75 1:10 8 *
30 M E 25175 1:15 8 *
31 E A 75:25 1:5 8 0,49
32 E A 75:25 1:10 8 0,24
33 E A 75:25 1:15 8 0,70
34 E A 50:50 1:5 8 0,41
35 E A 50:50 1:10 8 1,99
36 E A 50:50 1:15 8 0,40
37 E A 25175 1:5 8 *
38 E A 25:75 1:10 8 0,27
39 E A 25175 1:15 8 0,03
40 DCM M 75:25 15 8 *
41 DCM M 75:25 1:10 8 0,11
42 DCM M 75:25 1:15 8 6,60
43 DCM M 50:50 1:5 8 *
44 DCM M 50:50 1:10 8 0,66
45 DCM M 50:50 1:15 8 0,58
46 DCM M 25175 1:5 8 *
47 DCM M 25175 1:10 8 0,76
48 DCM M 25:75 1:15 8 1,53
49 DCM E 75:25 1:5 8 2,12
50 DCM E 75:25 1:10 8 8,60
51 DCM E 75:25 1:15 8 4,97
52 DCM E 50:50 1:5 8 2,03
53 DCM E 50:50 1:10 8 1,61
54 DCM E 50:50 1:15 8 3,56
55 DCM E 25:75 1:5 8 0,65
56 DCM E 25175 1:10 8 0,76
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Cizelge 3.4 (devam). Sekiz (8) saatlik 10-deasetil bakkatin III sonuglari.

57 DCM E 25175 1:15 8 1,38
58 A DCM 75:25 1:5 8 *
59 A DCM 75:25 1:10 8 *
60 A DCM 75:25 1:15 8 0,92
61 A DCM 50:50 1:5 8 2,20
62 A DCM 50:50 1:10 8 2,96
63 A DCM 50:50 1:15 8 2,67
64 A DCM 25175 1:5 8 *
65 A DCM 25175 1:10 8 2,72
66 A DCM 25175 1:15 8 2,25
3.2.2. Onalt1 (16) Saatlik Calisma Sonuclari
3.2.2.1. Onalti (16) Saatlik Paklitaksel Sonuglar
Cizelge 3.5. Onalt1 (16) saatlik paklitaksel sonuglari.
Karisim Cozici Siire Miktar
No Coziicii
(ylizde) (oran g/ml) (saat) (ng/l )
1 M 100 1:5 16 1,83
2 M 100 1:10 16 1,93
3 M 100 1:15 16 2,54
4 E 100 1:5 16 7,19
5 E 100 1:10 16 4,83
6 E 100 1:15 16 10,15
7 DCM 100 1:5 16 1,16
8 DCM 100 1:10 16 1,42
9 DCM 100 1:15 16 1,43
10 A 100 1:5 16 0,58
11 A 100 1:10 16 0,58
12 A 100 1:15 16 0,51
13 M A 75:25 1:5 16 1,21
14 M A 75:25 1:10 16 0,76
15 M A 75:25 1:15 16 2,33
16 M A 50:50 1:5 16 0,84
17 M A 50:50 1:10 16 1,39
18 M A 50:50 1:15 16 1,71
19 M A 25175 1:5 16 1,39
20 M A 25:75 1:10 16 1,36
21 M A 25175 1:15 16 1,78
22 M E 75:25 1:5 16 0,68
23 M E 75:25 1:10 16 0,77

35




Cizelge 3.5 (devam). Onalt1 (16) saatlik paklitaksel sonuglari.

24 M E 75:25 1:15 16 *

25 M E 50:50 1:5 16 *

26 M E 50:50 1:10 16 *

27 M E 50:50 1:15 16 *

28 M E 25:75 1:5 16 0,98
29 M E 25175 1:10 16 0,61
30 M E 25175 1:15 16 0,84
31 E A 75:25 1:5 16 1,05
32 E A 75:25 1:10 16 1,00
33 E A 75:25 1:15 16 0,59
34 E A 50:50 1:5 16 0,99
35 E A 50:50 1:10 16 0,47
36 E A 50:50 1:15 16 0,68
37 E A 25:75 1:5 16 0,37
38 E A 25:75 1:10 16 0,65
39 E A 25:75 1:15 16 0,64
40 DCM| M 75:25 1:5 16 0,86
41 DCM| M 75:25 1:10 16 0,85
42 DCM| M 75:25 1:15 16 0,76
43 DCM| M 50:50 1:5 16 2,23
44 DCM| M 50:50 1:10 16 1,46
45 DCM| M 50:50 1:15 16 1,02
46 DCM| M 25175 1:5 16 1,30
47 DCM| M 25175 1:10 16 1,31
48 DCM| M 25175 1:15 16 1,73
49 DCM| E 75:25 1:5 16 0,80
50 DCM| E 75:25 1:10 16 1,05
51 DCM| E 75:25 1:15 16 1,15
52 DCM| E 50:50 1:5 16 0,95
53 DCM| E 50:50 1:10 16 1,18
54 DCM| E 50:50 1:15 16 0,93
55 DCM| E 25175 1:5 16 0,69
56 DCM| E 25:75 1:10 16 0,67
57 DCM| E 25175 1:15 16 0,70
58 A | DCM 75:25 1:5 16 0,55
59 A | DCM 75:25 1:10 16 0,67
60 A | DCM 75:25 1:15 16 0,62
61 A | DCM 50:50 1:5 16 0,80
62 A | DCM 50:50 1:10 16 1,02
63 A | DCM 50:50 1:15 16 0,91
64 A | DCM 25175 1:5 16 0,78
65 A | DCM 25:75 1:10 16 1,09
66 A | DCM 25175 1:15 16 0,90
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3.2.2.2. Onalt1 (16) Saatlik Sefalomannin Sonuglart

Cizelge 3.6. Onalti (16) saatlik sefalomannin sonuglari.

Karisim Cozici Siire Miktar
No Coziicii
(yiizde) (oran g/ml) (saat) (ng/lg)

1 M 100 1:5 16 5,41
2 M 100 1:10 16 6,13
3 M 100 1:15 16 8,89
4 E 100 1:5 16 3,81
5 E 100 1:10 16 3,56
6 E 100 1:15 16 8,64
7 DCM 100 1:5 16 4,93
8 DCM 100 1:10 16 6,23
9 DCM 100 1:15 16 5,09
10 A 100 1:5 16 2,51
11 A 100 1:10 16 2,89
12 A 100 1:15 16 2,91
13 M A 75:25 1:5 16 7,37
14 M A 75:25 1:10 16 6,84
15 M A 75:25 1:15 16 8,50
16 M A 50:50 1:5 16 2,16
17 M A 50:50 1:10 16 5,78
18 M A 50:50 1:15 16 6,95
19 M A 25175 1:5 16 4,99
20 M A 25175 1:10 16 5,32
21 M A 25175 1:15 16 6,20
22 M E 75:25 1:5 16 1,99
23 M E 75:25 1:10 16 3,56
24 M E 75:25 1:15 16 *
25 M E 50:50 1:5 16 *
26 M E 50:50 1:10 16 *
27 M E 50:50 1:15 16 *
28 M E 25:75 1:5 16 0,47
29 M E 25175 1:10 16 3,63
30 M E 25175 1:15 16 4,05
31 E A 75:25 1:5 16 3,19
32 E A 75:25 1:10 16 3,07
33 E A 75:25 1:15 16 3,00
34 E A 50:50 1:5 16 4,10
35 E A 50:50 1:10 16 2,35
36 E A 50:50 1:15 16 3,39
37 E A 25175 1:5 16 3,06
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Cizelge 3.6 (devam). Onalt1 (16) saatlik sefalomannin sonuglari.

38 E A 25175 1:10 16 2,68
39 E A 25175 1:15 16 2,94
40 DCM| M 75:25 1:5 16 3,38
41 DCM| M 75:25 1:10 16 4,33
42 DCM| M 75:25 1:15 16 5,32
43 DCM| M 50:50 1:5 16 5,76
44 DCM| M 50:50 1:10 16 5,13
45 DCM| M 50:50 1:15 16 6,20
46 DCM| M 25175 1:5 16 2,96
47 DCM| M 25175 1:10 16 4,86
48 DCM| M 25:75 1:15 16 5,96
49 DCM| E 75:25 1:5 16 3,51
50 DCM| E 75:25 1:10 16 5,21
51 DCM| E 75:25 1:15 16 6,48
52 DCM| E 50:50 1:5 16 5,06
53 DCM| E 50:50 1:10 16 4,59
54 DCM| E 50:50 1:15 16 4,84
55 DCM| E 25:75 1:5 16 3,29
56 DCM| E 25175 1:10 16 4,09
57 DCM| E 25175 1:15 16 4,22
58 A | DCM 75:25 1:5 16 3,37
59 A | DCM 75:25 1:10 16 4,63
60 A | DCM 75:25 1:15 16 4,60
61 A | DCM 50:50 1:5 16 5,32
62 A | DCM 50:50 1:10 16 7,25
63 A | DCM 50:50 1:15 16 5,68
64 A | DCM 25175 1:5 16 4,26
65 A | DCM 25:75 1:10 16 7,09
66 A | DCM 25:75 1:15 16 5,55
3.2.2.3. Onalti (16) Saatlik Bakkatin Il Sonug¢lart
Cizelge 3.7. Onalt1 (16) saatlik bakkatin 111 sonuglari.
Karisim Coziicii Stire Miktar
No Coziici
(ylizde) (oran g/ml) (saat) (ug/l )
1 M 100 1:5 16 6,71
2 M 100 1:10 16 4,60
3 M 100 1:15 16 5,88
4 E 100 1:5 16 11,14
5 E 100 1:10 16 16,27
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Cizelge 3.7 (devam). Onalt1 (16) saatlik bakkatin III sonuglari.

6 E 100 1:15 16 19,71
7 DCM 100 1:5 16 2,33
8 DCM 100 1:10 16 3,85
9 DCM 100 1:15 16 3,09
10 A 100 1:5 16 0,57
11 A 100 1:10 16 0,85
12 A 100 1:15 16 1,11
13 M A 75:25 1:5 16 4,73
14 M A 75:25 1:10 16 2,31
15 M A 75:25 1:15 16 6,34
16 M A 50:50 1:5 16 3,34
17 M A 50:50 1:10 16 2,30
18 M A 50:50 1:15 16 2,48
19 M A 25:75 1:5 16 3,34
20 M A 25175 1:10 16 0,91
21 M A 25175 1:15 16 1,25
22 M E 75:25 1:5 16 0,77
23 M E 75:25 1:10 16 0,92
24 M E 75:25 1:15 16 *

25 M E 50:50 1:5 16 *

26 M E 50:50 1:10 16 *

27 M E 50:50 1:15 16 *

28 M E 25175 1:5 16 1,73
29 M E 25:75 1:10 16 1,41
30 M E 25175 1:15 16 1,60
31 E A 75:25 1:5 16 1,63
32 E A 75:25 1:10 16 1,48
33 E A 75:25 1:15 16 1,78
34 E A 50:50 1:5 16 4,62
35 E A 50:50 1:10 16 0,94
36 E A 50:50 1:15 16 1,38
37 E A 25175 1:5 16 1,19
38 E A 25:75 1:10 16 0,73
39 E A 25175 1:15 16 1,20
40 DCM M 75:25 1:5 16 1,76
41 DCM M 75:25 1:10 16 3,89
42 DCM M 75:25 1:15 16 2,57
43 DCM M 50:50 1:5 16 471
44 DCM M 50:50 1:10 16 2,01
45 DCM M 50:50 1:15 16 5,40
46 DCM M 25175 1:5 16 1,04
47 DCM M 25:75 1:10 16 4,77
48 DCM M 25:75 1:15 16 5,48
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Cizelge 3.7 (devam). Onalt1 (16) saatlik bakkatin III sonuglari.

49 DCM E 75:25 1:5 16 3,88
50 DCM E 75:25 1:10 16 5,24
51 DCM E 75:25 1:15 16 5,90
52 DCM E 50:50 1:5 16 3,43
53 DCM E 50:50 1:10 16 2,46
54 DCM E 50:50 1:15 16 2,71
55 DCM E 25175 1:5 16 1,47
56 DCM E 25175 1:10 16 1,50
57 DCM E 25:75 1:15 16 1,76
58 A DCM 75:25 1:5 16 1,30
59 A DCM 75:25 1:10 16 1,83
60 A DCM 75:25 1:15 16 1,90
61 A DCM 50:50 1:5 16 3,16
62 A DCM 50:50 1:10 16 4,96
63 A DCM 50:50 1:15 16 3,90
64 A DCM 25175 1:5 16 2,25
65 A DCM 25175 1:10 16 3,08
66 A DCM 25:75 1:15 16 2,68

3.2.2.4. Onaln (16) Saatlik 10-Deasetil Bakkatin 11l Sonuglar

Cizelge 3.8. Onalt1 (16) saatlik 10-deasetil bakkatin 111 sonuglari.

No Coziicii Ka“I‘1$1m Coziicii Siire Miktar
(ylizde) (oran g/ml) (saat) (ug/1 )

1 M 100 1:5 16 0,79
2 M 100 1:10 16 3,13
3 M 100 1:15 16 2,62
4 E 100 1:5 16 *

5 E 100 1:10 16 0,92
6 E 100 1:15 16 *

7 DCM 100 1:5 16 1,33
8 DCM 100 1:10 16 2,60
9 DCM 100 1:15 16 2,16
10 A 100 1:5 16 *
11 A 100 1:10 16 *
12 A 100 1:15 16 *
13 M A 75:25 1:5 16 459
14 M A 75:25 1:10 16 0,90
15 M A 75:25 1:15 16 6,28
16 M A 50:50 1:5 16 2,73
17 M A 50:50 1:10 16 2,13
18 M A 50:50 1:15 16 2,06
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Cizelge 3.8 (devam). Onalt1 (16) saatlik 10-deasetil bakkatin III sonuglari.

19 M A 25175 1:5 16 4,90
20 M A 25:75 1:10 16 *

21 M A 25:75 1:15 16 0,12
22 M E 75:25 1:5 16 0,29
23 M E 75:25 1:10 16 0,39
24 M E 75:25 1:15 16 *

25 M E 50:50 1:5 16 *

26 M E 50:50 1:10 16 *

27 M E 50:50 1:15 16 *

28 M E 25175 1:5 16 0,77
29 M E 25175 1:10 16 0,87
30 M E 25175 1:15 16 1,11
31 E A 75:25 1:5 16 0,31
32 E A 75:25 1:10 16 0,43
33 E A 75:25 1:15 16 0,48
34 E A 50:50 1:5 16 451
35 E A 50:50 1:10 16 0,08
36 E A 50:50 1:15 16 0,41
37 E A 25175 1:5 16 0,48
38 E A 25175 1:10 16 0,41
39 E A 25175 1:15 16 0,33
40 DCM M 75:25 1:5 16 1,33
41 DCM M 75:25 1:10 16 4,57
42 DCM M 75:25 1:15 16 2,59
43 DCM M 50:50 1:5 16 5,02
44 DCM M 50:50 1:10 16 1,63
45 DCM M 50:50 1:15 16 5,10
46 DCM M 25:75 1:5 16 0,09
47 DCM M 25:75 1:10 16 4,40
48 DCM M 25175 1:15 16 6,86
49 DCM E 75:25 1:5 16 3,21
50 DCM E 75:25 1:10 16 4,60
51 DCM E 75:25 1:15 16 5,18
52 DCM E 50:50 1:5 16 2,38
53 DCM E 50:50 1:10 16 1,26
54 DCM E 50:50 1:15 16 1,77
55 DCM E 25175 1:5 16 1,56
56 DCM E 25:75 1:10 16 1,02
57 DCM E 25175 1:15 16 1,57
58 A DCM 75:25 1:5 16 0,51
59 A DCM 75:25 1:10 16 1,20
60 A DCM 75:25 1:15 16 1,34
61 A DCM 50:50 1:5 16 2,07
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Cizelge 3.8 (devam). Onalt1 (16) saatlik 10-deasetil bakkatin III sonuglari.

62 A |DCM| 50:50 1:10 16 3,46
63 A |DCM| 50:50 1:15 16 2,47
64 A |DCM| 2575 1:5 16 1,43
65 A |DCM| 2575 1:10 16 1,51
66 A |DCM| 2575 1:15 16 3,06
3.2.3. Yirmi Dort (24) Saatlik Calisma Sonuclari
3.2.3.1. Yirmi Dort (24) Saatlik Paklitaksel Sonuglar
Cizelge 3.9. Yirmi dort (24) saatlik paklitaksel sonuglari.
. e Karisim Coziici Siire Miktar
No (oziict (yiizde) (oran g/ml) (saat) (ng/l )
1 M 100 1:5 24 1,46
2 M 100 1:10 24 1,93
3 M 100 1:15 24 1,90
4 E 100 1:5 24 1,66
5 E 100 1:10 24 1,56
6 E 100 1:15 24 13,87

3.2.3.2. Yirmi Sort (24) Saatlik Sefalomannin Sonuglar

Cizelge 3.10. Yirmi dort (24) saatlik sefalomannin sonuglari.

No Coziicii Karigim Coziicii Siire Miktar

(ylizde) (oran g/ml) (saat) (ug/1 )
1 M 100 15 24 3,97
2 M 100 1:10 24 3,20
3 M 100 1:15 24 3,70
4 E 100 15 24 6,88
5 E 100 1:10 24 3,57
6 E 100 1:15 24 13,51
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3.2.3.3. Yirmi Dort (24) Saatlik Bakkatin I1I Sonuglar

Cizelge 3.11. Yirmi dort (24) saatlik bakkatin 111 sonuglari.

No Coziicii Karisim Coziicii Siire Miktar

(ylizde) (oran g/ml) (saat) (ng/1 )
1 M 100 1:5 24 6,75
2 M 100 1:10 24 9,83
3 M 100 1:15 24 8,39
4 E 100 1:5 24 4,11
5 E 100 1:10 24 3,17
6 E 100 1:15 24 4,19

3.2.3.4. Yirmi Dort (24) Saatlik 10-Deasetil Bakkatin 11l Sonuglart

Cizelge 3.12. Yirmi dort (24) saatlik 10-deasetil bakkatin 111 sonuglari.

No Coziicii Karisim Coziicii Siire Miktar
(ylizde) (oran g/ml) (saat) (ng/1q)
1 M 100 1:5 24 6,75
2 M 100 1:10 24 9,83
3 M 100 1:15 24 8,39
4 E 100 1:5 24 4,11
5 E 100 1:10 24 3,17
6 E 100 1:15 24 4,19
3.2.4. Kirk Sekiz (48) Saatlik Calisma Sonuclari
3.2.4.1. Kirk Sekiz (48) Saatlik Paklitaksel Sonuglart
Cizelge 3.13. Kurk sekiz (48) saatlik paklitaksel sonuglari.
Karisim Cozici Siire Miktar
No Céziicii
(ylizde) (oran g/ml) (saat) (ug/l )
1 M 100 1:5 48 0,86
2 M 100 1:10 48 1,70
3 M 100 1:15 48 2,40
4 E 100 1:5 48 2,58
5 E 100 1:10 48 2,17
6 E 100 1:15 48 4,83
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3.2.4.2. Kirk Sekiz (48) Saatlik Sefalomannin Sonuglari

Cizelge 3.14. Kirk sekiz (48) saatlik sefalomannin sonuglari.

Karigim Coziicii Siire Miktar
No Coziicti

(ylizde) (oran g/ml) (saat) (ng/1 )
1 M 100 1:5 48 0,52
2 M 100 1:10 48 4,61
3 M 100 1:15 48 14,46
4 E 100 1.5 48 2,84
5 E 100 1:10 48 3,51
6 E 100 1:15 48 25,82

3.2.4.3. Kirk Sekiz (48) Saatlik Bakkatin 1l Sonuglar
Cizelge 3.15. Kirk sekiz (48) saatlik bakkatin 11 sonuglari.

Karisim Cozici Siire Miktar
No Céziicii

(ylizde) (oran g/ml) (saat) (ng/1q)
1 M 100 1.5 48 6,32
2 M 100 1:10 48 7,79
3 M 100 1:15 48 9,22
4 E 100 1.5 48 2,59
5 E 100 1:10 48 3,12
6 E 100 1:15 48 7,45

3.2.4.4. Kirk Sekiz (48) Saatlik 10-Deasetil Bakkatin III Sonuclar

Cizelge 3.16. Kurk sekiz (48) saatlik 10-deasetil bakkatin III sonuglari.

No Coziicii K8:.1‘1$1m Coziicii Siire Miktar

(yiizde) (oran g/ml) (saat) (ng/lg)
1 M 100 1:5 48 6,32
2 M 100 1:10 48 7,79
3 M 100 1:15 48 9,22
4 E 100 1:5 48 2,59
5 E 100 1:10 48 3,12
6 E 100 1:15 48 6,82
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3.2.5. Yetmis Iki (72) Saatlik Cahisma Sonuclar

3.2.5.1. Yetmis Iki (72) Saatlik Paklitaksel Sonuglar:

Cizelge 3.17. Yetmis iki (72) saatlik paklitaksel sonuglari.

Karigim Cozici Siire Miktar
No Coziicii

(yiizde) (oran g/ml) (saat) (ng/lg)
1 M 100 1:5 72 4,96
2 M 100 1:10 72 2,47
3 M 100 1:15 72 3,32
4 E 100 15 72 2,93
S E 100 1:10 72 2,77
6 E 100 1:15 72 5,82

3.2.5.2. Yetmis Iki (72) Saatlik Sefalomannin Sonuglar
Cizelge 3.18. Yetmis iki (72) saatlik sefalomannin sonuglari.

e Karisim Coziicii Stire Miktar

No (oziic (ylizde) (oran g/ml) (saat) (ug/l )
1 M 100 1:5 72 25,20
2 M 100 1:10 72 5,29
3 M 100 1:15 72 15,71
4 E 100 15 72 2,61
5 E 100 1:10 72 2,71
6 E 100 1:15 72 29,62

3.2.5.3. Yetmis Iki (72) Saatlik Bakkatin III Sonuclar:
Cizelge 3.19. Yetmis iki (72) saatlik bakkatin 111 sonuglari.
Karigim Cozici Siire Miktar
No Coziicti

(ylizde) (oran g/ml) (saat) (ng/lg)
1 M 100 1:5 72 7,39
2 M 100 1:10 72 5,98
3 M 100 1:15 72 14,62
4 E 100 1:5 72 5,23
S E 100 1:10 72 5,39
6 E 100 1:15 72 8,52
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3.2.5.4. Yetmis Iki (72) Saatlik 10-Deasetil Bakkatin III Sonuclar:

Cizelge 3.20. Yetmis iki (72) saatlik 10-deasetil bakkatin I11 sonuglari.

No Coziicii Karisim Coziicii Siire Miktar
ozuct (ylizde) (oran g/ml) (saat) (ng/1 )
1 M 100 15 72 7,39
2 M 100 1:10 72 5,98
3 M 100 1:15 72 14,62
4 E 100 15 72 5,23
5 E 100 1:10 72 5,39
6 E 100 1:15 72 4,72

3.2.5. Aktif Karbon Etkisi Sonuclar

Cizelge 3.21. Yetmis iki (72) saatlik paklitaksel sonuglari (aktif karbon).

Karisim Coziici Siire Miktar
No Coziicii
(ylizde) (oran g/ml) (saat) (ug/l )
1 M 100 1:15 72 1,69

3.2.6. Asit Etkisi Sonuclar:

Cizelge 3.22. Yetmis iki (72) saatlik paklitaksel sonuglari (asit etkisi).

Karisim Coziicii Siire Miktar
No Coziicii
(ylizde) (oran g/ml) (saat) (ug/1 )
1 M 100 1:15 72 2,05
2 E 100 1:15 72 411
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3.3. ORNEKLEM SONUCLARI NETiCESINDE KESIN MiKTAR CALISMA
SONUCLARI

3.3.1. Sert Kabukta Paklitaksel/Sefalomannin/Bakkatin 111/10-Deasetil Bakkatin
III Sonuclar

Cizelge 3.23. Sert kabukta paklitaksel/sefalomannin/bakkatin 111/10-deasetil bakkatin 111

sonuglart.
Numune Miktar (ug/l g)

Kodu Paklitaksel | Sefalomannin | Bakkatin Il 10-DAB Il
N1 1,89 9,46 6,62 2,38
N2 4,85 5,96 8,82 5,41
N3 5,30 2,65 2,77 31,95
N4 4,07 3,10 7,36 15,38
N5 6,68 2,17 0,88 92,40
N6 5,79 1,95 4,08 1,66
N7 4,15 2,14 4,19 5,72
N8 5,25 3,87 4,15 5,00
N9 2,50 1,43 13,59 101,94
N10 7,42 2,66 20,04 48,66
N11 1,54 4,31 5,76 5,86
N12 1,96 5,87 5,27 17,64
N13 1,41 3,85 4,12 5,44
N14 2,31 4,41 14,30 *
N15 1,81 1,62 3,68 *
N16 4,22 8,86 12,57 2,44
N17 1,82 0,55 2,51 10,89
N18 0,80 2,97 2,22 48,49
N19 2,33 3,44 7,48 0,67

O“'?tds 3,48+1,97 3,7542,37 6,86=4,99 | 23,64+31,62
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4. TARTISMA SONUC

Kanser, genetik degiskenlik ve birden ¢ok molekiiler degisikligin birlesmesi sonucu
olusan kompleks bir hastaliktir. Hiicre dongiisiiniin bozularak siirekli olarak yeni kanser
hiicrelerinin meydana gelmesi ve yok edilememesi ile karakterize edilir. Diinya
genelinde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci en sik 6liim nedenidir. Kansere
kars1 bir cok tedavi sekli olmasina ragmen giiniimiizde en ¢ok kullanilan kemoterapidir
ve paklitaksel ise en ¢ok kullanilan kemoterapi ilaglarindandir. Bu tedavi seklinde
kanserli hiicrelere kars1 kemoterapi ajanlar1 kullanilmaktadir. Bunlarin arasinda diinyada
en etkili ve en c¢ok kullanilanlardan birisi paklitakseldir. Dogal anti kanser
bilesiklerinden biri olan paklitaksel, diterpen ailesinden olup tedavi amagli klinikte
rahim, akciger ve meme kanserlerine karsi ciddi miktarlarda kullanilan oldukga yiliksek
etkiye sahip bir ilagtir. Son yillarda paklitakselin bas ve boyun bolgesindeki kanser

tiirleri i¢in de potansiyel bir tedavi araci oldugu ispatlanmastir.

Paklitaksele gore daha diisiik antikanser etkiye sahip ve molekiil yapilari birbirine ¢ok
yakin olan sefalomannin, taksan ilaglarinin yar1 sentezinde ve diizenlenmesinde
baslangic maddesi olarak kullanilmaktadir. Paklitaksel, ayn1 zamanda bakkatin III ve
10-DAB III’ e yan zincirin baglanmasini igeren yar1 sentetik yontem paklitaksel eldesi
icin olanak vermektedir. Dogada olduk¢a az bulunmasindan dolayr bu kompleks
molekiiliin sentetik olarak eldesi i¢cin bircok calisma yapilmig fakat total sentezi
kompleks yapisindan dolay: olduk¢a zordur. Bu sebeplerden dolay: paklitaksele oranla
daha fazla bulunan tiirevlerinden yar1 sentezi saglanmaktadir. Dogal iirlin olan findik
sert kabugundan paklitakseli ve tiirevlerini daha etkili yollarla en yliksek geri kazanim
ve saflikta izolasyonu ve saflastirilma islemleri yapildi. Bu calismada findik sert
kabugunda sefalomannin, bakkatin III, 10-DAB III varligi1 tespit edildi ve bu
tiirevlerden yar1 sentezin saglanabilmesinden dolay1 taksan tiirevleri 6nemini artirmistir.
Findik sert kabugundan yapilan bu denemelerde paklitaksel ve tlirevlerinin klasik
ekstraksiyon metoduyla izolasyonu birka¢ asamadan olugmakta, en diisiik maliyet ve en

yiiksek verim ile eldesi saglanmustir.

Farkli zaman, farkli yerlerden findik numuneleri toplandi. Bu numuneler 3 farkli
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bolgeden temin edildi. Bunlar dogu (Giresun), orta (Samsun) ve bat1 (Diizce) Karadeniz
bolgeleri seklinde 3 farkli bolgeden 3 farkli rakimda (0-250, 250-500 ve 500-750 m)
toplanan findik sert kabugu numunelerinden ¢alisilmistir. Toplanan bu numuneler giines
isinlarindan uzak goélgede kurutululdu. Deneyler bu numunelerden 10 g alinarak
belirlenen ¢oziicli ve oranlarda klasik ekstraksiyon yontemi kullanilarak gergeklestirildi.
Ekstraksiyon sonrasinda ilk once saf su ile polar safsizliklar uzaklastirildi. Bir sonraki
asamasinda ise hekzan ile boyar ve yagimsi maddeler uzaklastirildi. Alternatif olarak
adsorban (aktif karbon) uygulamasi yapildi bununla birlikte boyar madde uzaklasimi
saglandi. Bu iki denemede de gozle goriiliir olumlu sonuglar tespit edildi. Bu islemler
sonunda ekstraktlarin HPLC ile miktar tayini saglandi. Yapilan ¢alismada paklitaksele
ek olarak paklitakselin yaninda yari sentezinde kullanilan paklitaksel tlirevi bazi
bilesiklerde bulunmakta ve izolasyon sirasinda bu bilesiklerde izole edilmektedir. Bu
bilesikler, sefalomannin, bakkatin Il ve 10-DAB III’ iin de miktar tayinlerine

bakilmistir.

Findik sert kabugunda yapilan 8 saatlik ekstraksiyon ¢alismasinda paklitaksel miktar1 en
yiiksek degerler 6. deneyde ¢oziicii orani 1:15 olan ¢alismada 2,31 pg/1 g miktarda ve
2. deneyde ¢oziicii oran1 1:10 olan ¢alisgmada 2.15 pg/1 g miktarda bulunmustur. Bu
miktarlar sirasiyla % 100 etanol ve metanol de bulunmustur. En diistik degerler ise 5.
deneyde 1:10 oraninda, % 100 etanol de madde miktar1 0,44 ug/1 g ve 10.deneyde 1:5
oraninda, % 100 aseton kullanilan ¢alismada madde miktar1 0,44 pg/1 g bulunmustur.
Tespit edilemeyen deney sonucu ise 20 tanedir. 13. deney, 16. deney, 17. deney, 18.
deney, 19. deney, 20. deney, 21. deney, 22. deney, 23. deney, 24. deney, 25. deney, 26.
deney, 27. deney, 28. deney, 29. deney, 30. deney, 40. deney, 43. deney, 46. deney, 64.

deneylerde herhangi bir sonug tespit edilememistir.

Findik sert kabugundaki 8 saatlik ekstraksiyon ¢alismasinda sefalomannin miktar1 en
yiiksek deger 50. deneyde 25:75 karisim yiizdesi etanol:diklorometan ¢oziicii sisteminde
1:10 ¢oziicii oraninda madde miktar1 8,12 ug/l g olarak tespit edilmistir. En diisiik
sefalomannin miktar1 37. deneyde ¢alisilan karisim 1:5 ¢6ziicii oraninda 25:75 karisim
yiizdesinde etanol:aseton ¢dziicii sistemi kullanilarak yapilan ¢alismada madde miktari
1,77 ug/1 g bulunmustur. Tespit edilemeyen deney sonucu 20 tanedir. 13. deney, 16.
deney, 17. deney, 18. deney, 19. deney, 20. deney, 21. deney, 22. deney, 23. deney, 24.
deney, 25. deney, 26. deney, 27. deney, 28. deney, 29. deney, 30. deney, 40. deney, 43.
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deney, 46. deney, 64. deneylerde herhangi bir sonug tespit edilememistir.

Findik sert kabugundaki 8 saatlik ekstraks