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OZET

Amaryllidaceae alkaloitleri biyoaktivitesi yoniinden kapsamli olarak arastirilan ve cesitli
hastaliklarin tedavisinde Kullanim potansiyeli olan sekonder metabolit grubudur. Amaryllidaceae
familyasina ait olan Narcissus cinsi, dogal ila¢ kaynagi olarak degerlendirilip, pek ¢ok tiir ve alt tiirii
alkaloit profili agisindan arastirilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda iilkemizde Mugla ve ¢evresinde dogal
olarak yetisen Narcissus tazetta subsp. tazetta L. alt tiirii tizerinde herhangi bir ¢alisma yapilmamis
olmas1 nedeniyle ¢igekli donemde toplanmis toprak iistii kisimlari ve soganlari tizerinde fitokimyasal
calismalar gergeklestirilmistir. Drog ornekleri iizerinde, Avrupa Farmakopesi’ne gore kurutmada
kayip, biitiin kiil, siilfat kiilii, hidroklorik asitte ¢éziinmeyen kiil miktar1 deneylerini iceren kalite
kontrol ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu deneylerin sonuglart % degerler olarak verilmistir. Ayrica drog
ornekleri lizerinde, total alkaloit miktar tayini titrimetrik bir yontemle gerceklestirilmistir.

Amaryllidaceae familyasinin biyolojik aktivite agisindan 6nemli olan alkaloitleri galantamin
ve likorin, Narcissus tazetta subsp. tazetta bitkisinden hazirlanan toprak Ustii ve sogan orneklerinde
yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) kullanilarak kalitatif ve kantitatif olarak
arastirtlmistir. Ek olarak, yine bu iki farkli drog orneginin alkaloit profilini belirlemek amaciyla
kapiler gaz kromatografisi-kiitle spektroskopisi (GC-MS) yontemi kullanilmistir. Bunun sonucunda,
Narcissus tazetta subsp. tazetta bitkisinin 23 adet alkaloit icerdigi saptanmuistir.

izolasyon ve yap1 aydinlatma galismalarinda, oda sicakliginda kurutulmus ve toz edilmis total
bitki materyalinden hazirlanan total alkaloit ekstresinin kolon kromatografisiyle fraksiyonlandiriimasi
sonucu elde edilen fraksiyonlar, preparatif siitun kromatografisi, preparatif ince tabaka kromatografisi
ve kristallendirme gibi farkli yontemler kullanilarak saflastirilmistir. Elde edilen bilesiklerin yapilart
modern spektroskopik yontemlerle (1D, 2D NMR, MS) aydinlatilmstir.

Bu c¢alismalarin sonucunda, Narcissus tazetta subsp. tazetta bitkisinden, Amaryllidaceae
alkaloitlerinin likorin alt grubundan (-)-likorin, (-)-psédolikorin, (-)-9-O-metilpsddolikorin, (+)-11-
hidroksigalantin, (-)-narsissidin; homolikorin alt grubundan (+)-9-O-demetil-2-a-hidroksihomolikorin;
montanin alt grubundan (-)-pankratinin-C ve galantamin alt grubundan (-)-galantamin adli bilesikler
izole edilmistir.

Izole edilen bilesiklerden daha 6nce in vitro Ellman metodu ile biyoaktivite ¢alismas
yapilmamis olanlarda bu yontemle mikroplaka deneyi uygulanarak asetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesteraz inhibitor aktiviteleri aragtirilmistir. Aktif olan tiim bilesiklerin ICsq degerleri
hesaplanmuistir.

Ayrica izole edilen bilesikler ig¢in molekiiler doking c¢aligmasi yapilarak Kolinesteraz
enzimlerinin aktif yoreleri icerisindeki baglanma yonelimleri incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Narcissus tazetta subsp. tazetta; antikolinesteraz aktivite; izolasyon ve

yap1 aydinlatma ¢aligmalari, kalite kontrol ¢alismalari



ABSTRACT

Amaryllidaceae alkaloids are a group of secondary metabolites which have therapeutic

potential for the treatment of various diseases and have been deeply searched in terms of bioactivity.
The genus Narcissus, belonging to the Amaryllidaceae family, evaluated as a valuable source of
natural products, has been investigated for its alkaloidal profile in terms of its species and subspecies.
This thesis consists of phytochemical studies on bulbs and aerial parts of Narcissus tazetta subsp.
tazetta L. collected from its natural habitat in Mugla/Turkey as there have been no study carried out
on this subspecies.
Quality-control studies including, loss on drying, total ash, sulphated ash and hydrochloric acid-
insoluble ash have been performed according to European Pharmacopoeia on drug specimens. The
results were given as percentage values. Additionally, total alkaloidal contents of the drug specimens
were determined by a titrimetric method.

Galanthamine and lycorine, biologically important alkaloids of Amaryllidaceae family, in
two different drug specimens prepared from Narcissus tazetta subsp. tazetta L, were qualitatively and
quantitatively investigated using high pressure liquid chromatography (HPLC). Furthermore, capillary
gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) was used to determine the alkaloidal profile of two
different drug specimens. As a result, 23 alkaloids were detected in Narcissus tazetta subsp. tazetta.

In the studies, where isolation and structure elucidation investigations were carried out, total
alkaloidal extract, prepared from powdered whole plant material dried at room temperature, was
fractionated by column chromatography. The obtained fractions have been purified by different
methods such as preparative column chromatography, preparative thin layer chromatography and
crystallization. The structures of the obtained compounds were elucidated by modern spectroscopic
methods (1D, 2D NMR, MS).

As aresult of these studies, the Amaryllidaceae alkaloids, (-)-lycorine, (-)-pseudolycorine,
(-)-9-O-methylpseudolycorine, (+)-11-hydroxygalanthine, (-)-narcissidine from the lycorine subgroup;
(+)-9-O-demethyl-2-a-hydroxyhomolycorine from the homolycorine subgroup; (-)-pancratinine-C
from the montanine subgroup and (-)-galanthamine from the galanthamine subgroup were isolated
from Narcissus tazetta subsp. tazetta. All compounds are reported for the first time in the title
subspecies collected from Turkey.

Acetylcholinesterase ve butyrylcholinesterase inhibitory activities of isolated compounds
which are not studied before, were determined by using a microplate assay based on in vitro Ellman’s
method. The ICg, values of all active compounds were calculated.

Also, molecular docking studies were performed to evaluate the binding orientations of the
isolated compounds inside the active sites of cholinesterase enzymes.

Keywords: Narcissus tazetta subsp. tazetta, antcholinesterase activity; isolation; quality

control experiments; structure elucidation studies
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GIRIS ve AMAC

Amaryllidaceae, diinyada yaklasik 85 cins ve 1100 tiirle temsil edilen, siis
bitkisi olarak biiylik bir ekonomik degere sahip olmasmin yanisira tedavide de
kullanim1 genis yer tutan bitkileri biinyesinde barindiran bir monokotil bitki
familyasidir (1, 2). S6z konusu familya iiyeleri, Akdeniz, Gliney Amerika ve Giiney
Afrika’y1 kapsayan tropikal, subtropikal ve 1liman bélgelerde yayilis gostermektedir
(2). Amaryllidaceae familyasi tiyesi olan Narcissus L. tiirleri ¢ok yillik, soganli, otsu
bitkilerdir. Ulkemizde halk arasinda genel olarak “nergis” adiyla bilinen bu cins igin

"nargoz", "nargodz" gibi isimler kullanilmaktadir. Buna ilaveten Narcissus jonquilla
L. tiirti "fulya”, N. poeticus L. "zerrinkadeh”, N. pseudonarcissus L. "boru ¢igegi", N.
serotinus L. "giiz nergisi”, N. tazetta L. "nergis" ve N. tazetta L.’nin Antakya
civarinda yetisen katmerli formu da "katkath nergis” olarak bilinmektedir (3). Bir
baska kaynakta N. assoanus Dufour ex Schult. & Schult. f. "kel nergis"”, N.xlaetus
Salish. "melez nergis”, N. papyraceus Ker Gawl. "musirgiili", N. pseudonarcissus L.
"zeren", N.serotinus L. "deli nergis" olarak verilmistir (4). Baz1 kayitlarda, ¢igekleri
"fatma ¢icegi" ismiyle yer alan (5) Narcissus cinsi, giizel ve renkli gi¢eklerinden
dolay1 siis bitkisi olarak yaygin sekilde kullanilmakta ve soganlari iilkemizden ihrag
edilmektedir (6).

Amaryllidaceae familyasina ait bitkilerin kullanihst M.O. 4. yiizyilda
Hipokrat’mn (M.O. 460-370), Narcissus poeticus L. tiiriinii kullanarak elde ettigi
nergis ugucu yagini uterus timorlerinde kullandigi zamanlara dayanmaktadir.
Kendisini takip eden Yunan asilli doktor Dioscorides (M.S. 40-90) ve Efes’te
dogmus tip doktoru Soranus (M.S. 98-138) da 1. ve 2. yiizyillda Hipokrat’in bu
tedavisini devam ettirmistir. Ayrica N. pseudonarcissus L. ekstrelerinin de topikal
olarak antikanser kullanilis1 eski Romali doga bilgini Biiylik Plinius tarafindan
kaydedilmistir. Akdeniz iilkelerinde dogal olarak yetisen Narcissus tazetta L.
bitkisinin ¢esitli kullanimlaria yonelik kanitlar da bulunmaktadir (7).

17. yiizyilda bitkisel tedavi konusunda 6nemli bir kaynak olarak kabul edilen
"Culpeper’s Herbal", nergis soganlarindan elde edilen homeopatik bir remedinin
bogmaca tip Oksiiriik ve bronsit basta olmak {izere solunum sistemi hastaliklarinda
kullanimini tavsiye etmistir (8). Bu kaynaga gore kavrulmus arpa yemegi ve

Narcissus koklerinden hazirlanan bitkisel igerikli har¢ biiyiikk ¢ibanlarda ve sert

sislikleri 1iyilestirmede; balla tatlandirilmis icecege veya akgiinliik sarabina



kondugunda kulaga damlatilarak kulak rahatsizliklarinda, yag icinde kaynatildiginda
topukta olusmus agik yaralarda, koklerinden hazirlanmis icecegi halinde ise ciltteki
renk kayiplarinda kullanildigi belirtilmistir.

Gegmisten gliniimiize Narcissus sogan ve ¢igeklerinin sinir sistemi tlizerinde
de olumlu etkileri olmustur. Kitaplara yilancik ve felg i¢in tedavi edici 6zelligine ek
olarak kusturucu ve barsak bosaltici etkileriyle konu olmustur (9).

Narcissus, “Narcissimum” adiyla bilinen tarihi bir merhemin temel maddesi
olmustur. Toz haline getirilmis ¢igeklerinden hazirlanan surup ve infiizyonlari
akciger iltthabinda kullanilmis, kusturucu etkisinden faydalanilmistir. Ayrica
kurutulmus c¢iceklerden hazirlanan dekoksiyonun da kusturucu etkisi goriilmiis,
cocuklardaki konjestif bronsiyal iltihaplanmada ve epidemik dizanteride tedavi edici
olmustur (7).

Fransa’da Narcissus ¢igekleri antispazmodik olarak  kullanilmistir.
Soganlardan hazirlanan ekstre, karakteristik kokulu sar1 renkli bir ugucu yag ve
kahverengi 0z igerir. Iceriginde kersetin adl1 flavonoidi de yogun olarak bulundurur
ve tedavide haricen masaj seklinde uygulanir. Araplar bu yagi kellik igin ve
afrodizyak etkisi i¢in kullanmislardir (10). Kontraseptif olarak Narcissus tazetta
soganlarmin kullanildigi da belirtilmistir (11). Nergis yaginin antikanser amagli
kullanilis1 orta g¢aglarda Cin, Kuzey Afrika, Amerika ve Arap tibbinda devam
etmistir (7).

Narcissus tazetta bitkisinin Yunan kaynaklarinda gesitli cilt hastaliklarinin
tedavisinde kullanildig1r kayithdir. Ayrica Ziya Al-Din Abdullah Ibn Al-Baitar
tarafindan yazilmig "Al-Jaame’-li-Mufradaat-al-Adviawal- Aghzia” adli eserde
Narcissus tazetta bitkisinin alopesi tedavisinde kullanimindan bahsedilmistir (12).

Ibn’i Sina (M.S 981-1037)’nin  Al-Qaanoon-fil-Tibb adli eserinde ise
Narcissus tazetta koklerinin cilt lekeleri ve ¢illerin tedavisinde etkili oldugu
kayithdir. Ayrica ¢iban ve kistik sivilceler i¢in ve deriden diken ¢ikarmak igin
yapilacak miidahalelerde bitkinin koklerinin haricen kullanilabilecegi belirtilmistir.
Eklem agrilari, burkulmalar, ates yaniklari, ciltteki kesikler yine bu bitkinin kokleri
ile tedavi edilmektedir. Ayni kaynakta haricen sagkiran tedavisinde kullanilan
koklerin dahilen alindiginda bulant1 ve kusmay1 arttirdigi ve hamilelerde diisiiklere
sebep oldugu bildirilmistir (13).

Narcissus tiirleri, sitotoksik, antiviral, antifungal, antiinflamatuvar ve

antikolinesteraz aktivite gibi farkli 6zelliklere sahip Amaryllidaceae alkaloitlerinin
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yanisira, antiviral, insektisit ve eritrosit agliitinasyonunu indiikleyici etkileri
kanitlanmig bir grup olan lektin igermeleri sebebiyle arastirmacilarin ilgisini
¢ekmektedir (14, 15).

Narcissus tiirleri iizerinde yogun bir sekilde yiiriitilen fitokimyasal
arastirmalarin temelini ise izole edilen ilk Amaryllidaceae alkaloidi olan ve N.
pseudonarcissus’tan elde edilen “likorin” adli alkaloidin kesfi olusturmustur.
Likorin, Narcissus tiirlerinde yaygin olarak bulunan bir Amaryllidaceae alkaloidi
olup, antitiimor (16-18), antiproliferatif (19-21), antiviral (22), antimikrobiyal (23),
antiplatelet (24), antimalarial-antiparazitik (25), antiinflamatuvar (26), analjezik ve
hepatoprotektif etkileri saptanmistir (27).

Amaryllidaceae alkaloitleri arasinda gilinlimiizde Alzheimer hastaligi
tedavisinde mental performansi arttirmak i¢in kullanilan bir bilesik olan
“galantamin” en c¢ok bilinenidir. Galantamin, hidrobromiir tuzu halinde Once
“Nivalin®” adi altinda Bulgaristan’da iiretilmis, daha sonra “Reminyl®” ve
“Razadyne®” olarak FDA tarafindan onaylanmistir (28).Tirkiye’de ise
“Beklamen®” ve “Reminyl®” isimli miistahzarlar1 bulunmaktadir (29). Galantamin,
Alzheimer hastaliginin semptomatik tedavisinde, yiliksek dozda giivenli olarak
kullanilabilen uzun etkili, segici, geri doniisiimlii ve kompetitif asetilkolinesteraz
inhibitorii bir ilag olmakla beraber diisiik dozda noronal nikotinik asetilkolin
reseptoOrlerine allosterik olarak baglanabilme 0Ozelligine sahip bir alkaloittir. S6z
konusu alkaloidin, esas olarak Alzheimer hastaliginin gelismesinde yer alan
norotoksik karakterdeki p-amiloid plaklarin birikmesini inhibe ettigi, f-amiloid
kaynakli oksidatif stres ve apoptozisi Onleyerek noroprotektif etki gosterdigi
belirtilmistir (30). Galantaminin bu etki mekanizmasi iizerinden hem sinaptik
transmisyonu kolaylastirdigi, hem de serebral iskemiyi etkiledigi gorilmustir (31-
33).

1960’lara kadar galantamin iretimi biiylik Olgiide Galanthus nivalis L.
tiriinden karsilanmistir. Bu donemde Ungernia Bge. tiirlerinden ticari galantamin
kaynag1 olarak faydalanildigi da rapor edilmistir (34). Galantamin kaynagi olarak
kullanilan Galanthus L. ve Leucojum L. cinslerine ilaveten Narcissus kiiltivarlari da
Oonemli galantamin kaynaklari arasinda yer almistir (35). Bitki fizyolojisine dair
aragtirmalar ve kiiltiir ¢aligmalar1 Narcissus tiirlerini galantamin iiretimi agisindan en
poptialt tiirler galantamin kaynagi olan Leucojum aestivum L.’a gore daha avantajli

hale getirmistir (35, 36). Narcissus “Carlton”, “Gigantic Star”, “Ice Follies” ve
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“Fortune” gibi galantamin bakimindan zengin Narcissus kiiltivarlar1 arasindan
Narcissus “Carlton” galantamin iiretimine kaynak bitki olarak ABD, Hollanda gibi
tilkelerde kiiltiir bitkisi olarak yetistirilmektedir (34, 37).

Anti-asetilkolinesteraz aktivitesi disinda, galantaminin analjezik (38),
sitotoksik (39), antiviral, antimikrobiyal ve antioksidan (40) gibi gesitli aktiviteleri
bulunmakla birlikte son yillarda metabolik sendromu bulunan hastalarda, adipoz
dokudan salinan bir néromediyatér olan adipokin ile yine bu dokudan salinan bir
protein olan leptin diizeylerini diizenledigi ve insiilin direncini diistirdiigii (41), anti-
insiilin antikorlarin1 inhibe ederek Tip-1 diyabette etkili oldugu in vivo olarak
gosterilmistir (42).

Galantamin ve likorin disinda da Amaryllidaceae familyasina ait pek ¢ok
bitki tlirlinden degisik aktivitelere sahip alkaloitler elde edilmistir. Bunlara 6rnek
olarak antitiimoral (43) ve antimalaryal (44) aktivite gosteren hemantamin, antiviral
etkilere sahip pretazettin, tazettin, hipeastrin (45) ve yiiksek segicilige sahip
antikanser bilesik olan narsiklasin (46) verilebilir. Yine pretazettin, pankratistatin,
krinamin, trisferidin, Klivimin, hipeastrin, bufenamin, narsiprimin, arolikorisidin,
bulbispermin ve likorenan-7-on gibi alkaloitlerin de ¢esitli tiimor hiicre hatlari
tizerinde sitotoksik aktivite gosterdigi tespit edilmistir (43, 47-52).

Amaryllidaceae familyas: alkaloitler disinda lektin icerikleri nedeniyle de
aragtirmaya deger bitkileri kapsayan bir familyadir (53). Lektinler mono veya
oligosakkaritlere spesifik olarak baglanma yetenegi olan proteinlerdir. Aglutinin
veya hemaglutininler olarak da bilinirler. Galanthus L., Hippeastrum Herbert,
Leucojum L., Narcissus L. tiirlerinde lektin izolasyon c¢alismalari yapilmis ve
biyoaktiviteleri incelenmistir (53, 54). Narcissus cinsinden lektin izolasyonu ve yap1
tayini ilk olarak 1988 yilinda olmus, sonrasinda otuz Narcissus tiir ve varyetesinin
farkli tiplerde lektin polipeptitleri igerdigi gosterilmistir (53, 55). Yine Narcissus
cinsinden izole edilmis bir mannoz baglayici lektin (Narcissus tazetta lektin-NTL),
respiratuvar sinsityal viriis (RSV), influenza A (HIN1, H3N2, H5N1) ve influenza B
viriislerine kars1 giiglii antiviral etki gostermistir (56). HIV-1 viriisiine karsi en etkin
olan1 ise Narcissus torifolius Fdez. Casas’tan ve Narissus pseudonarcissus L.’den
elde edilen mannoz baglayici lektin olmustur (57, 58). Narcissus pseudonarcissus L.
lektinleri tavsan kanindaki eritrositleri agliitine ederken insan kan hiicrelerinde
etkisiz bulunmus ancak (53, 59); baz1 bocek tiirlerine Kars giiclii toksisite gosterdigi

deneysel olarak ortaya konmustur (60, 61).



Narcissus tazetta L. basta olmak tizere (62) gesitli Narcissus tiirleri iizerinde
alkaloit izolasyonu ¢alismalar1 yapilmistir (63). Tiirkiye’de yetisen Narcissus tazetta
subsp. tazetta L. alt tiiriiniin fitokimyasal igerigi incelenmis olmakla beraber (64), s6z
konusu tiir tizerinde kapsamli bir fitokimyasal ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle
tezimizde farkli bir bolgeden toplanan bitki 6rnegi lizerinde potansiyel biyoaktif
alkaloitlerin elde edilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda elde edilecek alkaloitlerin
anti-kolinesteraz aktivitelerinin in vitro olarak tayin edilmesi yaninda, molekiiler
doking teknigi kullanilarak asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz enzimleri ile
olusturulan tahmini ligand-reseptér kompleksleri yardimiyla alkaloitlerin, enzimlerin
aktif yoreleri igerisindeki baglanma yonelimlerinin  degerlendirilmesi  de
hedeflenmistir.

Ilaveten, farmakognozik ¢alismalar kapsaminda bitki 6rneginin kalite kontrol
Ozelliklerinin saptanmasi da amag olarak belirlenmistir.

Sonug¢ olarak bu g¢alisma ile Mugla bolgesinden toplanmis ve daha Once
alkaloit izolasyonu gergeklestirilmemis olan N. tazetta subsp. tazetta bitki 6rneginin,
daha once c¢alisilmis olan diger Narcissus tiirleri ile karsilagtirilarak fitokimyasal

farkliliklar1 ortaya konabilecektir.



. BOLUM

GENEL BIiLGILER
1. Bitki Hakkinda Botanik Bilgiler

Narcissus cinsine ait bitkiler “Flora of Turkey and the East Aegean Islands”
adli eserin 8., 10. ve 11. ciltlerinde yer almaktadir. Narcissus tiirleri, ¢ok yillik

soganli bitkiler olup, Amaryllidaceae familyasi {iyeleri arasinda bulunmaktadir (65).

1.1. Narcissus L. Cinsi

Narcissus L., Amaryllidaceac familyasinin diger cinslerinden, ¢igek
ortiistindeki tiip veya yiiziik seklini almis perigonal korona yapisi ile ayrilmaktadir
(66). Ovalardan daglik alanlara, daha ¢ok cayir, makilik arazi, orman, akarsu
kenarlar1 ve kaya gatlaklarini da kapsayan belli alanlarda yayilis gostermektedir (67).
Narcissus L., farkli yazarlara gore pek ¢ok tiirler arasi hibrit ve poliploit formlariyla
da birlikte yaklagik 50-180 farkli tirii biinyesinde bulundurur. Cesitli
mikrohabitatlardaki olduk¢a genis yayilimu, tiirler arasi1 biiyiik morfolojik farkliliklar
gostermesinin sebebini agiklar niteliktedir (68).

“Flora of Turkey and the East Aegean Islands” isimli kaynak Narcissus L.
cinsini, ¢cok yillik, soganli; yapraklar1 bazal, enine kesitte diiz ila silindirik; cigekleri
tek veya 2-15’1li semsiye seklinde beyaz, sar1 veya ¢ift renkli, kokulu veya kokusuz
bitkiler seklinde ifade etmektedir. Spata genellikle zarimsidir. Cukurlasmis
reseptakulum tiibii bulunmaktadir. Korona belirgin, bazen diske veya 6 kiigiik loba
indirgenmis ve stamenlerden bagimsiz sekildedir. Meyve elipsoid veya kiiremsi

kapsiildiir (65).
1.1.1. Narcissus L. Cinsinin Simiflandirilmasi

Narcissus L.; taksonomisi oldukc¢a zor olan bir cinstir. Taksonomi; N.
pseudonarcissus ve N. tazetta L. gibi bazi tiirlerin dogada yiiksek polimorfizm
gostermesinin yan1 sira; kokli  kiiltiir, hibritleme ve dogal/yapay secilimin
etkilerinden dolay: karigsmis haldedir. Batt Avrupa’da yetisen pek cok tiiriin Franks
tarafindan Tiirkiye’ye tamitilarak kiltiiri suretiyle yetistirildigi; bazilarinin ise dogal

olarak yetistigi (N. assoanus) bildirilmistir (65).



Bazi aragtirmacilarin DNA dizilim verileri ile yaptiklar1 analizler ve genom
calismalari, Narcissus cinsinin alt cinslerini Subgenus Hermione (Haw.) Spach. ve
Subgenus Narcissus olarak gosterse de, Narcissus i¢in evrimsel soy iliskisi, halen
tam olarak saptanamamistir (69, 70). 2008 yilinda Zonneveld’in tiim Narcissus
tirleri tizerinde yaptigi genetik temelli bir arastirmada Narcissus tazetta L. tiiriiniin
ve dolayisiyla tezimize konu olan N. tazetta subsp. tazetta bitkisinin Hermione alt
cinsinde Tazettae DC. seksiyonuna karsilik geldigi goriiliirken (71), bir baska kaynak
bu bitkinin ayn1 alt cinste Hermione seksiyonunda oldugunu belirtmektedir (72).

Narcissus cinsine ait siniflandirma bu kaynakta ana hatlariyla su sekilde
verilmektedir (72):

1.Subgenus Narcissus [Subgenus Eu-narcissus Pax]
l.a. Section Narcissus [Section Helena (Haworth) Ascherson and
Graebner]
N. poeticus L.
N. radiiflorus Salisbury
1.b. Section Pseudonarcissus DC. [subgenus Ajax Spach]
N. asturiensis (Jordan) Pugsley

. cyclamineus DC.

. jacetanus Casas.

. lagoi Merino.

.minor L.

. hanus Spach.

. provincialis Pugsley

. parviflorus Jordan

. pumilus Salisbury

. portensis Pugsley

. abscissus (Haworth) Schultes and Schultes fil.

zZz 2 2 2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 2

. albescens Pugsley

N. alpestris Pugsley
N.bicolor L.

N bujei (Casas) Casas.

N. calcicarpetanus Casas.

N. confusus Pugsley



zZz 2 2 2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 2 2 2

1.c. Section Ganymedes Salisbury ex Schultes and Schultes fil.
N.

. fontqueri Casas and Rivas Ponce.
. gayi (Hénon) Pugsley.

. genesii-lopezii Casas

. hispanicus Gouan

. longispathus Pugsley

. macrolubus (Jordan) Pugsley.

. moleroi Casas.

. moschatus L.

. nevadensis Pugsley.

. nobilis (Haworth) Schultes fil.

. obvallaris Salisbury.

. pallidiflorus Pugsley.

. perez- chiscanoi Casas.

. primigenius (Suarez ex Lainz) Casas and Lainz.
. pseudonarcissus L.
. pseudonarcissus L. ssp. pugsleyanus Barra and Lopez.
. radinganorum Casas
N.

tortuosus Haworth

triandrus L.

1.d. Section Jonquillae De Candolle

1) Subsection Jonquillae
N. jonquilla L.

N. assoanus Dufour [syn. N. juncifolius auct. plur., N. requienii

Roemer]

N. baeticus Casas

. cerrolazae Urefia.

. cordubensis Casas

. fernandesii G. Pedro.

. gaditanus Boiss. and Reuter.

. marianicus Casas

. minutiflorus Willkomm

z 2 2 2 Z2 Z2 Z2 Z

. palearensis Romo

. jonquilla var. henriquesii Sampaio



N. pallens Freyn and Willk.

N. wilkommii (Sampaio) Fernandes.
i) Subsection Apodanthi (A. Fernandes) D.A. Webb

z 2 Z2 2 Z2 Z

. albimarginatus Muller-Doblies.

. atlanticus F.C. Stern.

. calcicola Mendonga.

. cuatrecasasii Casas, Lainz and Ruiz Rejon.
. rupicola Dufour.

. scaperulus Henriques.

iii) Subsection Chloranthi D.A. Webb [Sect. Chloraster (Haworth)
E. Dorda and F.J. Ferndndez Casas]

N. viridiflorus Schousboe.

l.e. Section Tapeinanthus (Herbert) Traub [Sect. Braxireon
(Rafinesque) B. Valdes]

N. cavanillesii A. Barra and G. Loépez [syn. Tapeinanthus humilis
(Cavanilles) Herbert].

2.Subgenus Hermione (Salisbury) Spach [syn. Sect. Tazettae De Candolle]

2.a.Section Hermione

i) Subsection Hermione

Series A.

N.

. aureus Loiseleur.

zZz Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z Z

Hermione

tazetta L.

. bertolonii Parlatore.

. canaliculatus hort. (N. tazetta ssp. lacticolor).
. corcyrensis (Herbert) Nyman

. cupularis (Salisbury) Schultes.

. cypri Sweet.

. italicus Ker-Gawler.

. ochroleucus Loiseleur.

N.

patulus Loiseleur.

Series B. Albiflorae Rouy.

N.
N.
N.

papyraceus Ker-Gawler.
barlae Parlatore.

canariensis Burbidge.



N. pachybolbos Durieu.

N. panizzianus Parlatore.

N.polyanthus Loiseleur.

N. dubius Gouan.

N. tortifolius Casas.

i1) Subsection Angustifolii (4. Fernandes) F.J. Fernandez Casas
N. elegans (Haw.) Spach.
iii) Subsection Serotini Parlatore
N. serotinus L.
2.b. Section Aurelia (J. Gay) Baker
N. broussonetii Lagasca.

3. Subgenus Corbularia (Salisb.) Pax [Section Bulbocodium De Candolle]
N. blancoi Barra and Lopez.
N. bulbocodium L.
N. cantabricus DC.
N. hedraeanthus (Webb and Heldr.) Colmeiro
N. jacquemoudii Casas
N. obesus Salisbury.
N. romieuxii Braun Blanquet and Maire.
N

Ltingitanus Fern.Casas

1.1.2. Tiirkiye’nin Narcissus L. Florasi

Davis “Flora of Turkey and the East Aegean Islands” adli eserinin 8. cildinde
Narcissus cinsi igin 7 tiir ve 2 hibritten bahsetmistir (65). Bunlar;
Narcissus serotinus L.,
N. tazetta L.,
N. jonquilla L.,
N. assoanus Dufour,
N. poeticus L.,
N. pseudonarcissus L.,
N. papyraceus Ker-Gawier, (isimlendirmede ikilemde kalindigi bildirilmis; N.
tazetta veya N. papyraceus)
N. assoanus Dufourx N. tazetta L.,

N. x N. laetus Salisb (N. jonquilla L. x N. minor L.) adlariyla verilmistir.
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Narcissus tazetta L. ve N. serotinus L. tiirleri iilkemizde dogal yayilis
gosteren Narcissus tiirleridir. Bunlardan N. tazetta L., Tiirkiye’de N. tazetta L. subsp.
tazetta L.ve N. tazetta L. subsp. aureus Loisel. alt tiirleri ile temsil edilmektedir.

Narcissus poeticus L., N. jonquilla L., N. assoanus Dufour ex Schult. &
Schult.f. ve N. pseudonarcissus L. tiirleri ise {lilkemizde sonradan dogallagsmis
Narcissus tiirleri olarak bilinmektedir. Anadolu’da bu cinse ait rastlanan diger tiirler

ise kiiltiir formlaridir (65).

1.1.3. Narcissus L. Uzerinde Morfolojik ve Anatomik Calismalar

Taramal1 elektron mikroskobu kullanilarak, cesitli bitkisel kaynaklardan elde
edilmis 54 farkli nisasta graniiliiniin incelendigi bir caligmada “Paper White
Narcissus” olarak bilinen Narcissus papyraceus Ker Gawl. nisastalarmin 5-40 um
boyutunda eksenlere sahip, orta biiyiikliikte, piirlizsiiz bir yiizeye sahip, diizensiz

sekilli graniiller oldugu bildirilmistir (73).

En iyi hazirlama yontemini tespit etmek i¢in Narcissus Golden Harvest kiiltivar
tizerinde yapilan 6rnek bir ¢caligmada iki farkli dehidrasyon teknigi denenmistir. Sivi
azotla dondurarak kurutma ve etil alkol ile dehidrasyon ydntemlerinin ikisi de
mumsu tabakayi uzaklastirarak berrak goriintii elde edilmesi agisindan uygun

bulunmustur (74).

Narcissus tazetta L. soganindan alinan drnekte mikroskop yardimiyla epidermis
incelenmistir. Bu ¢aligmada ince bir kiitikulaya sahip iist epidermis hiicrelerinin,
altinda uzanan hiicrelere sikica tutunmus sekilde oldugu ve daha altta bulunan
mezofil hiicrelerinin iri nisasta taneleriyle dolu oldugu gorilmistiir. Ayrica en
kompleks taneciklerin epidermiste oldugu bildirilmistir. Nisasta incelemesi sonucu
mezofildeki hiicrelere olan karbonhidrat iletim ve desteginin epidermistekilere oranla

daha fazla oldugu gortilmistiir (75).

Bunlara ilaveten farkli saklama kosullarinin nisasta metabolizmasi {izerindeki

etkileri de Narcissus tazetta kiiltiir 6rneginde arastirilmistir (76).

Yine Narcissus cinsi tizerinde yapilmis bir ¢igek morfolojisi ¢alismasinda over,
hem vaskiiler anatomi hem de ontojenez yoniinden incelenmistir. Koronanin diger

tim ¢igek yapilarinin tamamlanmasindan sonra olustugu goriilmistiir. Narcissus
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tazetta ve N. pseudonarcissus'un her ikisinde de stilusun i¢inin bos oldugu ve stilusta
doku iletiminin bir katman; stigmada ise 2-6 katman iizerinden gerceklestirildigi
bildirilmistir (77).

Narcissus periant segmentlerindeki epidermis hiicrelerinin, taze doku ornekleri
kullanilarak tarayici elektron mikroskobunda incelendigi ¢alismaya gore, seliilozik
¢epere sahip hiicrelerin aralarmin bosluklu oldugu, dolayisiyla ¢eperde meydana
gelen bir hasarin biiyiik hacimsel degisikliklere sebep oldugu bildirilmistir.
Epidermis hiicrelerinin disa dogru gittikge kubbemsi sekil aldigi ve hekzagonal

diizende bulundugu bildirilmistir (78).

Narcissus tazetta L. var. chinensis’e ait ¢igeklerin makroskobik ve mikroskobik
incelemesi sonucunda g¢igeklerin fitokimyasiin ve morfolojisinin tozlagsmaya olan
etkisi ortaya konmustur. Arastirmada, Narcissus giceklerine sar1 ve beyaz rengini
veren kimyasal grubun antoksantinler oldugu vurgulanmistir. Antoksantinler insan
goziiniin ultraviyole (UV) 15181 tamamen absorbe etmesi nedeniyle insanlar
tarafindan beyaz renkte algilansa da UV 1sigina hassas bocekler tarafindan mavi-
yesil olarak algilanmaktadir. Petallerde bu metabolitlerin yerlesimi de detayli
gosterilmis olup, gorevinin UV 1s18ina hassas boceklerin gigekteki nektar1 bulmasina
kilavuzluk etmek oldugu belirtilmistir. Narcissus tazetta gigeklerinin beyaz renkli
periant segmentlerinin ucunda UV floresan zonlar1 bulunmustur. Her periant
segmentinin apikal bolgesinde lokalize olmus tily demeti goriilmiistir. N.
incomparabilis, ve N. pseudonarcissus ciceklerinin tepallerinde de aym tip tiy
bulunmakla beraber; Narcissus tazetta tepallerindeki bu tiiylerde floresan ozelligi

flavonoitler degil, fenilpropanoit yapilarinin sagladigi tespit edilmistir (79).

Narcissus pseudonarcissus orneginde taramali elektron mikroskobu kullanilarak

ylizey topografisi ve kiitikula tabakalarinin incelendigi bir ¢alisma mevcuttur (80).

Literatiirde, kiiltiir bitkisi yetistirmede verimi arttirmak amaciyla yapilmis bazi
morfolojik ¢alismalar da yer almaktadir. Cigceklenme doneminde genetik ve ¢evresel
faktorlerin florojeneze etkisini incelemek igin Narcissus tazetta bitkisinin
soganlarmin farkli sicaklik kosullar1 altinda tutulmasi sonucu taramali elektron
mikroskobu ile inceleme yapilmigtir. Pek¢ok bitkinin ¢igeklenme baslangici ve
gelisimi i¢in soganlar1 diisiik sicakliklara ihtiyag duyarken Narcissus tazetta

bitkisinin bir kiiltivar1 olan Narcissus tazetta cv. Ziva’nin diisiik sicakliklara ihtiyag
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duymadigi, 20-30 °C araliginin ¢icek gelisimi i¢in optimal sicaklik oldugu
belirlenmistir (81).

Narcissus igin gesitliligin merkezi olarak bilinen Iber yarimadas1 bélgesinin (82)
giineybatisinda yetisen Narcissus serotinus L.’a ait 40 populasyon {izerinde yapilmis
bir morfoloji calismasinda, 42 vejetatif karakter ve cigek oOzelligine gore, bitki
taksonomisine katki saglayacak degerlendirmelerde bulunulmustur. Ciceklenme
doneminde toplanmig bu Orneklere ait sogan boyutlar1 toplama alaninda
preslenmeden once Olgiilmiis, c¢icege ait Olglimler, korunmus Ornekler ilizerinden
alinmis ve kalan vejetatif kisim ol¢timleri preslenmis materyalde yapilmistir. Sogan
ve tip genislikleri, i¢ tepal ve alt stamen filamentlerinin uzunluklarmma gore
siiflandirma yapilmistir. Cografik etkenlerin bitki cesitliligindeki etkisi de bu
calisma ile dogrulanmistir. Ayn1 bolgede yetisen bazi bitkiler korona renk gegisleri
gibi kalitatif ve sogan genisligi, filament uzunlugu gibi kantitatif 6zelliklerindeki

farklar sebebiyle Cluster analizi uygulanarak birbirinden ayrilmistir (83).

Bagka bir mikroskop ¢alismasinda, Narcissus L. cv “Garden Giant” bitkisinin
cesitli organlarinda rafit kristalleri halinde veya cesitli uzunluklardaki igne kristalleri
halinde kalsiyum okzalat birikimi goriilmistiir. Kokte bulunan kristaller, &zel

hiicrelerin vakuoliinde bulunmaktadir (84).

Narcissus yapraklarmin saglikli bitkide piiriizsiiz yiizeye sahip olup hava
aligverisini saglayan stomalar icerdigi; egzos dumanindan kaynaklanan Kirlilige
maruz kalmis Orneklerde ise kiikiirt, aliiminyum ve silisyum gibi elementlerin bu

stomalara dolmus oldugu tespit edilmistir (85).

1.2. N. tazetta L.

Sogan, 20-60 x (20-)25-50 mm. Yapraklar (14-)20-75 cm x (3-)5-14 mm,
yesil mavi-yesil, genellikle mat yesil, yassi veya kanalsi, enine Kkesitte nadiren V-
seklindedir. Sap 15-65 cm. Cigekler cicek sapi lizerindedir ve kokuludur. Her bir
cicek sap1 tlizerinde 2-10(-15) cigek bulunur. Bu ¢igeklerin dizilisi semsiye
seklindedir. Spata 20-65 mm ve incedir. Cicek saplar1 esit degildir ve en uzunu (20-
)30-75(-100) mm’dir. Cukurlasmis reseptakulum tiibii (15-) 18-30 mm, silindirik,
iste dogru huni seklindedir. Periant segmentleri beyaz ( kuruyken genelde kirigik ya

da parsomen renginde goriiniir.) ya da sar1, 8-17 X 4-11(-14) mm, ovattan obovata
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bazen mukronat veya apikulattir. Korona saridan turuncuya, 2.5-6(-7) x 4.5-12(-19)
mm. Stamenler esit degil, iist dairesel kivrim, hipantiyal tlipten ¢ikmis fakat
koronaya dahil olmus durumdadir. Periant segmentleri tazeyken beyaz olanlar tazetta
koyu sar1 olanlar aureus alttiiriine karsilik gelmektedir. Cam ve mese ormanlarinda,
sahil ve gol kiyilarinda 850 m rakima kadar yayilis gosterir (65).

N. tazetta L.; ilkemizdeki en yaygin nergis tiiriidiir. Yeryiiziinde, alt1 alt tiirii
bulundugu kabul edilir. Anadolu’da, iki alt tiirii (Narcissus tazetta L. subsp. tazetta
ve Narcissus tazetta L. subsp. aureus ) ve katmerli formlar1 bulunmaktadir (86).
Narcissus tazetta L. bitkisinin taze halde periant segmentleri beyaz olanlar N. tazetta
subsp. tazetta; koyu sar1 olanlar N. tazetta subsp. aureus olarak adlandirilir (65).

N. tazetta L tiiriiniin ¢icekleri, iki renklidir; tepaller beyaz, korona sar1 renklidir.
Cazip renklerinin yani sira, keskin ve giizel kokusundan dolayi, ilk kiiltiire alinan
soganl bitkidir. Tiire ait farkli ¢esitler, Asya'nin batis1 ve orta bolgeleri ile Cin'e,
Japonya’ya kadar yayilir. Bu genis yayilmada, tarihte dogu-bati arasindaki onemli

ticaret yolu olan ipek Yolu'nun etkisi oldugu diisiiniilmektedir (86).

Narcissus tazetta L. i¢in ¢igeklenme zamani:

Sonbahar (Eyliil- EKim)

Bu dénemde ¢igeklenen Narcissus tazetta, ayn1 donemde ¢igeklenen diger tiir
olan Narcissus serotinus’tan ¢igeklerini 2-15’li semsiyeler seklinde bulundurmasi ile
ayrilir. N. serotinus’ta g¢igekler tek basina nadiren ikili haldedir. Ayrica N.
serotinus’ta yapraklar silindirik iken, N. tazetta’da diiz veya hafif kanals1 sekilde ve
1-1.5 mm’den daha genistir.

Kis, bahar, yazin ilk zamanlar1 (Aralik-Mayzis)

Bu c¢i¢eklenme zamaninda ciceklenen N. tazetta ise diger Narcissus
tirlerinden su karakteristik morfolojik oOzelliklerle ayrilmaktadir. Yapraklar diiz
ve/veya hafif kanalikulat seklindedir (veya nadiren V seklinde olabilir). Cigekleri 2-
10’Iu semsiye seklinde birlesmistir. Hipantiyal tiip ince ve silindiriktir. Korona ise

sar1 veya turuncu renktedir (65).
1.3. N. tazetta subsp. tazetta L.
Soganlari, 10 g ile 96 g arasinda degismektedir. Sogan boyu 6.2 ile 4.1 mm,

eni 6.1-3.4 boyutundadir. Yapraklarinin boyutu, 15-80 cm x 2.8-4 mm olup yesil

veya mavimsi yesil renklidir. Cicekleri, ¢icek sapi iizerinde semsiye seklindedir. Bir
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sap lizerinde, genelde 2-7 adet bazi tiplerde 21 adet kadar ¢igek tespit edilmistir.
Korona, sar1 renk ile turuncu renk arasinda degisir. Polimorfik tiir oldugundan, tiir
icinde; cicek sayisi, ¢igek buylikliigii, ¢icek sap1t uzunlugu, sogan biyiikligi gibi
ozelliklerle farklilasan formlar tespit edilmistir (86).

Sinonim:
N. syriacus Boiss. & Gaill, N. tazetta L.var. syriacus (Boiss.&Gaill.), N.

caucasicus (Fomin)

Diinyada yayilisi:

Fransa, Portekiz, Ispanya ve Tiirkiye’dir.

Tiirkiye’de yayilist:
Ulkemizde Izmir, Mugla, Antalya, Mersin, Adana, Hatay ve Diyarbakir’da

tespit edilmistir.

Incelenen Ornekler:

A6 Samsun: Engiz, Balik G., 0.5 m.Tobey & Kurt 1575!

Bl 1zmir: Giizelbahge Izmir, Leblebici (ISTE 12286)!

B8, Diyarbakir: Diyarbakir’dan Lice’ye, Kii¢lik Koy, T.Baytop(ISTE 34444)!

B9 Siirt/\VVan: Van 910 m, iv 1899-1900, Maunsell!

C2 Mugla: Peraea Kiyisinin kiigiik adasi, xi 1841, Forbes!

C3 Antalya: Manavgat’tan Akseki’ye, Fersune, 850m, T.Baytop (ISTE31387)!

C4 Igel: d. Mersin,limandan Tasucu’na, 35 m, Watson et al. 3909!

C5 Adana: d. Ceyhan, Mercimek, T.Baytop (ISTE 16484)! C6 Hatay: Bailan(Belen),
Kirk Khan, Sint. 1888:130!

Is: Lesvos, Cand.; Khios, Neachorio, Platt 395! Ikaria,W. Petrapouli’nin 1-1,5
km’si, 250 m, Runem. & Snog. 7066! Lipsoi, Desio obs.; Arkoi, Desio; Rodhos,

Senni.

Akdeniz, Transkafkasya; Iran, Kasmir, Cin, Japonya’da ve muhtemel bagka
yerlerde tanitilmistir; ayrica ¢ok genis kapsamda kiiltiirii yapilmaktadir. Tiirkiye’de
yukarida belirtilen bolgelerde dogal olarak yetistigi goriilmekle beraber 6zellikle

Istanbul civarinda kiiltiirii yapilmaktadir. Kiiltiir formu sikca daha genis periant
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segmentlerine ve daha biiyiik cigeklere sahiptir. Ornegin A2(E) Istanbul:’istanbul
Nergisi’, kiilt., 9 iv 1892, Azn.!

N. orientalis L., Mant. 62 (1767) ve N.’Grand Primo’olarak adlandirilmistir. Meikle
(Kew Bull. 1954:177, 1954), Sakiz Adasi’nda ¢ift-gicekli kiiltiiriiniin yetistigini
kaydetmistir (65).

Tiirkiye’de yetisen Narcissus tiirleri tizerinde yapilmig ¢alismalarin genellikle
zirai aragtirmalar oldugu goriilmektedir. Samsun’da kesme nergis ¢icegi yetistiriciligi
(87) ve Unye’de dogal yayilis gosteren Narcissus tazetta L. ciceginin kiiltiire
alinmasi tizerine yapilmis ¢alismalar mevcuttur (88). Giiney Dogu Anadolu
Bolgesi’nde yetisen Naracissus tazetta L. bitkisinin varyasyonlar1 botanik agidan
incelenmistir (89).

Dogal ve Kkiiltiir olarak yetistirilen Narcissus sp. igin gesitli kimyasallarin
bliylime ve gelismeye etkisi de ziraat miihendisi alaninda arastirmalara konu
olmustur (90, 91). Ayrica Tirkiye’de kiiltiirii yapilan ve dogal yayilis gosteren bazi
Narcissus tiirlerinin biyolojik ve morfolojik 6zellikleri yine bir doktora tezi
kapsaminda arastirilmistir (92).

Tezimize konu olan N. tazetta subsp. tazetta alt tiiriniin soganlar1 {izerinde
biyoreaktorler kullanilarak in vitro sogan iiretimi aragtirmalart gergeklestirilmistir
(93).
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2. Kalite Kontrol ve Miktar Tayini Calismalari
2.1. Ugucu Yag icerigi ile ilgili Calismalar

Bitkilerin ugucu yaglarindan parfiimeride koku verici olarak, gida sanayiinde
aroma ve lezzet verici olarak kullanildig: bildirilmistir. Bocekleri ¢ekerek tozlasmaya
yardime1 olan ugucu bilesikler insanlar {iizerinde de olumlu olfaktif etkiler

yaratmaktadir (94).

Narcissus tazetta L., gigeklerinin giizel ve keskin kokulu olmasi sebebiyle

ilgi ¢ceken bir tiir olmustur. Ulkemizde en yaygin gériilen nergis tiiriidiir ve kiiltiire

alinan ilk soganl bitkidir (86).

Narcissus ¢igekleri narin yapili ¢igeklerdir ve kokusundan faydalanmak
amactyla kullanilacaksa toplandiktan sonraki en kisa zamanda islenmesi

onerilmektedir (95).

Portakal ¢igegi, giill ve yasemin gibi ¢igeklerde oldugu gibi Narcissus
ciceklerinde de coziiciilerle ekstraksiyon sonucu (genelde hekzan kullanilir) konkret
ad1 verilen viskoz yapida iriinler elde edilmektedir. Konkret, igerisinde bulunan
bitkisel mumsu yapilarindan uzaklastirilmak tizere alkolle muamele edilir. Bu sekilde
elde edilen absolii parfiimeride konkrete gore daha kullanigl bir triindiir. Narcissus
tiirinden elde edilen absoliiniin veriminin diisiik olmasi da parfiimeride hem agagsi
hem de keskin ciceksi kokusu ile 6nemli bir yeri olan bu iriiniin pahali olmasina

sebep olmaktadir (95).

Fransa’dan toplanmig Narcissus poeticus L. bitkisinden elde edilen absolii
tizerinde GC-MS ile igerik taramasi yapilmis; sonucunda % 35 alkol, % 21 fenol ve
% 30 ester grubu igerdigi tespit edilmistir. Bu ¢alisgmada minér maddeleri tespit

etmek de amaglanmis ve 280 civarinda bilesik rapor edilmistir (96).

Italya’dan toplanmis Narcissus tazetta L. tiirii ve Narcissus tazetta L. subsp.
tazetta L. alt tliriiniin ¢igeklerinden elde edilen absolii ilizerinde GC c¢alismasi ile
ucucu bilesenlerin varligi tespit edilmistir. Bu g¢alismaya gore, Narcissus tazetta
L.’nin nonterpenoid bilesikler yoniinden zengin oldugu, tezimize konu olan alt tiir
Narcissus tazetta subsp. tazetta L.’nin ise yliksek oranda terpenik bilesik tasidigi
tespit edilmistir (97). Narcissus tazetta L. ugucu yaginda linalol ve benzoik asit

bilesiklerine rastlandig1 baska kaynaklarda da karsimiza ¢ikmaktadir(98).
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Ispanya’da farkli bélgelerden toplanmis 9 farkli Narcissus tiiriine cicek
kokusunu veren bilesiklerin GC-MS yontemi ile tespit edilmesi amaglanmigtir. Bu
calismaya N. assoanus, N. bujei, N. bulbocodium, N. cuatrecasasii Fernandez-Casas,
Lainz & Ruiz Rejon, N.gaditanus Boiss. & Reuter, N. jonquilla, N. papyraceus, N.
serotinus, N. triandrus bitkileri konu olmustur. Koku veren bilesenleri kimyasal
olarak monoterpenik izoprenoidler ve benzenoidler olarak ana hatlariyla iki gruba
ayirmanin miimkiin oldugu vurgulanmistir. Test edilen 6rneklerden c¢ikarilan genel
sonuca gore ucucu bilesiklerin %99’luk bir kismin1 monoterpenik yapilar
olusturmaktadir. En sik goriilen monoterpenler ise limonen, mirsen ve trans-f-
osimen olmustur. Yag asidi tiirevlerine sadece birkag tiirde rastlanmistir. Bunlardan
en 6nemlisi N. cuatrecasasii tiiriidiir. Bu ornekte, baskin olan madde grubu yag asidi
tirevleri oldugu i¢in diger Narcissus tiirlerine goére N. cuatrecasasii tiiriiniin
kokusunun bilesenlerinin karakteristik bir farkliligi oldugunu séylemek miimkiindiir

(99).

Bir bagska c¢alismada Cin’den toplanmig N. tazetta var. chinensis Roem tek
cicekli ve ¢ift ¢icekli ornekleri tizerinde ayni sekilde ugucu bilesenlerin analizi GC-
MS yontemiyle gerceklestirilmistir. Tek cicekli 6rnekte 35; ¢ift cigekli ornekte 26
bilesik varligi tespit edilmis olup; genel igeriklerin trans-f-osimen ve benzil asetat
oldugu bildirilmistir. Ayrica ¢ift ¢igekli drnekte 1,8-sineol yapisi ylizde olarak daha
yiiksek bulunurken tek cicekli ornekte benzil asetatin daha fazla oldugu tespit
edilmistir (100).

Yunanistan’da yetisen Narcissus tazetta L. subsp. tazetta L. ve Narcissus
serotinus L. bitkilerinin taze ¢igek 6rneklerinden su distilasyonu ile elde edilen ugucu
yaglarin GC-FID calismas1 sonucunda igerik yoniinden birbirinden 6nemli farklarla
ayrildig1 goriilmektedir. Bu ¢alismaya gore Narcissus tazetta subsp. tazetta L. ugucu
yagindaki major bilesen (% 61.1) trans-osimen iken, Narcissus serotinus L. igin bu
bilesen benzil astetat (% 19.4) olmustur (101).

Bir N. tazetta hibriti olan N. geranium’a ait gigeklerin eski literatiirlerdeki
baska nergislerle kiyaslamali olarak GC-MS teknigiyle terpenik madde profili
goriintiilenmistir (102).
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Aldehit, alkol, terpen ve minor maddeleriyle Adana’dan toplanmis N.
pseudonarcissus bitkisinin petal yapraklari lizerinde fakli NaCl konsantrasyonlart ile

caligilarak gaz kromatografisi yontemi ile icerikleri tespit edilmistir (103).

Narcissus poeticus ve Narcissus pseudonarcissus ugucu yaglari uterus
tiimorlerinin tedavisinde kullanim bulmus yaglar oldugu icin GC teknigi ile igerik
acisindan incelenmelerine 6nem verilmistir. Narcissus tazetta ¢igeklerindeki terpenik

bilesenler de GC-MS yo6ntemi ile izlenmistir (99).

Cin nergisi (Narcissus tazetta var. chinensis) Cin’de kiiltiirii yaygin olan bir
bitkidir. Nergisin sinir sistemi iizerinde etkisi oldugu ve epilepsi tedavisine olanak
verdigi bilinmektedir. Kurutulmus ¢igeklerinin dekoksiyonunun emetik etkisi vardir.

Bu tiirden elde edilen ugucu yagdaki bilesenler yine GC-MS ile arastirilmistir (104).

2.2. Alkaloit Miktar Tayini Calismalari

Galantamin gibi Amaryllidaceae alkaloitleri {iizerinden yapilan miktar
tayinlerinin bu familyaya ait bitkilerden elde edilen droglarin kalite kontrolii i¢in

onemli bir parametre oldugu yaygin olarak bilinmektedir (105).

Narcissus cinsine ait yiizden fazla bitki 6rnegi galantamin icerigi bakimimdan
taranmis ve otuz Ui¢ tanesinin % 0.1°den fazla galantamin igerdigi anlagilmistir (106).
Bu sonuglar Narcissus tiirlerinin galantamin iiretimi i¢in kiltiiriiniin yapilmasinin
anlamli oldugunu dogrulamaktadir. Narcissus tiirii {izerindeki miktar tayini
caligmalarindan ilki ¢icekli kisimlarda karotenoid miktarinin tespit edilmesi seklinde
olmustur (107). Alkaloit miktar tayini agisindan ilk arastirma ise 1997 yilinda rapor
edilmistir. Bu aragtirmada N. confusus sogan, yaprak, kok, ¢icek ve bitki sapindan
elde edilen ekstrelerdeki galantamin miktar: tayin edilmistir (108). Sonrasinda yine
N. confusus soganlarindaki galantamin, N-formilnorgalantamin, hemantamin,
homolikorin ve tazettin/pretazettin alkaloitleri icin HPLC ile miktar tayini yontemi

gelistirilmistir (109).

Narcissus tiirleri ile ilgili yapilmis miktar tayini (total alkaloit, galantamin ve
likorin miktar tayini) ¢aligmalari kapsaminda, galantamin ve likorinin miktarlarinin
kantitatif ~ olarak tespit edildigi spektrofotometrik, spektroskopik,
kromatokolorimetrik, yiiksek performansli sivi kromatografisi gibi yontemlerin

kullanildig1 ¢alismalar yer almaktadir (34, 105, 110-113). Yine Narcissus tiirlerinde
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miktar tayini i¢in uygulamak iizere gelistirilmis HPTLC ve kapiler kolon gaz

kromatografisi yontemleri de vardir (114, 115).

Bu yontemlere ornek olarak; yirmi farkli Narcissus tiirlinden alinmis sogan
orneklerinin HPLC ile galantamin igeriklerinin tespit edildigi bir ¢alisma (34), FID
ve NPD dedektorlerinin kullanildigt GC-MS yontemi ile dort Narcissus tiirii i¢in
galantamin miktarinin tespit edildigi bir ¢alisma (116) verilebilir. Son zamanlarda
farkli bolgelerden toplanmis 6rneklerin galantamin miktarindaki farkliliklar 'H NMR
teknigi ile de tespit edilmeye baglanmigtir (110).

HPLC ve 'H NMR yéntemlerinin karsilastirmali olarak kullamldigi bir
calismada farkli bolgelerden toplanmis ti¢ Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton
bitkisinin liyofilize edilmis Orneginin icerdigi galantamin miktarlar1 saptanmistir.
HPLC yontemine gore, 2.23-3.13 mg/g konsantrasyon araliginda galantamin tespit
edilirken, *H NMR yénteminde galantamin orani 2.36-3.32 mg/g seklinde verilmistir
(112).

Narcissus  angustifolius Curtis  ex  Haw., N.bujei Fdez.  Casas, N.
bulbocodium L., N. confusus Pugsley, N. eugeniae Fdez. Casas, N. jonquilla L., N.
lobularis Hort., N. nivalisGraells, N. obesus Salisbury, N. perez-chiscanoi Fdez.
Casas, N. poeticus L., N. tazettaL. veN. tortifolius Fdez. Casas; Narcissus

genusundaki galantamin tasidigi bilinen bazi tiirlerdir (117).

Narcissus cinsi siis bitkisi olarak yaygimn bir kullanilisa sahip oldugundan
dolayi, hibritleme i¢in uygun tiirleri iceren bir genus olmasinin da avantaji ile
oldukca fazla melezlenmistir. Bu hibrit bitkilerin bazilarinin galantamin kaynag:
olarak kullanilabilecek diizeyde galantamin igermesi sebebiyle, galantamin igerdigi
bilinen tiirlerden yola ¢ikarak elde edilen kiiltivarlardaki galantamin miktar1 detayl
sekilde arastirilmaya baslanmistir (117). Bu baglamda Narcissus “Pipit” (Jonquilla)
orneginin HPLC ile igerdigi galantamin miktar1 incelenmis ve galantamin kaynag:

olarak kullanilabilecegi onerilmistir (113).

Amaryllidaceae bitkileri ig¢in agirhik ve hacim olarak fazla yer tutan ve
alkaloit yoniinden ticari deger tasiyan kismin bitkinin sogani olmasina ragmen(34),
ozellikle ¢igeklenme donemindeki Narcissus tiirlerinde alkaloitlerin genelde yaprakta

daha yiiksek oranda bulundugu goriilmektedir (118).
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Narcissus igin yetistigi yerdeki topragin kimyasal bilesimi ve g¢evresel
faktorlerin alkaloit gesitliligini etkiledigi gdsterilmis oldugu i¢in icerik bakimimdan
avantajli bir cinstir (119). Bitkinin topragin ne kadar derininde yetistigi veya
soganlarin biiylkligi alkaloit igerigini etkilememesine ragmen, bitkinin bulundugu
ortamdaki azot ve potasyum miktarinin alkaloit verimini olumlu yonde etkiledigi

gosterilmistir (120).

Genus icindeki tiirlerin ¢ogu, fertilizasyonun ebeveynsel yakinligina baglh
olmasmma ragmen hibritlesmeye miisaittir. Uluslararas1 Nergis Kayitlari’na
bakildiginda da (The International Daffodil Register and Classified List 2008) 27 bin
den fazla Nergis ¢esidi saglandig1 goriilmektedir. Ilging sekilde, seksiyonlar: arasi
yapilan hibritlemeyle elde edilen c¢esitlerden bazilar1 6nemli galantamin kaynagi

olarak kayitlarda yerini almistir (121).

Doku kiiltliri ¢alismalar1 ile farkli gidalar ve kiiltiir yontemleri sonucu
Narcissus confusus’taki total alkaloit miktar1 ve galantamin, hemantamin, tazettin
gibi alkaloit miktarlarinin degiskenligi incelenmis (122-125), ¢esitli modifikasyonlar

sonucu galantamin miktar1 % 5’e ¢ikarilmistir (126).
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Tablo 1. Narcissus Tiirleri Uzerinde Yapilmis Alkaloit Miktar Tayini Calismalar

Bitki Ad (Belirtilmis ise Bitkinin Cahsilan | (Lit) | Galantamin Miktar: Diger

toplama yili, yeri) Kism
Narcissus bujei# 1999, Mart-Haziran sogan (111) | % 0.02 kuru agirhiga goére Sanguinin (nd)

Ispanya 11-hidroksigalantamin ***
Narcissus confusus# 1999, Mart-Haziran sogan (111) | % 0.54kuru agirhiga gore Epinorgalantamin

Ispanya % 0.03 kuru agirliga gore

Sanguinin ***
11-hidroksigalantamin ***

Narcissus confusus# 1998, Mart sogan (118) | % 0.23-2.54

Ispanya kok Kuru agirhiga gore -

toprak tistii
kisimlari

Narcissus confusus g | 1985 mart Metanol (sogan) (127) | % 0.1117 -

Salamanka Taze agrlga gore
Narcissus eugeniae# | 1999, Mart-Haziran sogan (111) | % 0.02 kuru agirliga gore Sanguinin ***

Ispanya 11-hidroksigalantamin ***
Narcissus tazetta L. # | 2014, Mart- sogan (128) | % 0.003-0.033 Kuru agirliga gore -

Nisan,meyveli donem

Ghaemshahr, iran
Narcissus tazetta Ticari alim-Tiirkiye sogan (24) - % 0.089 likorin
subsp. tazetta #
Narcissus jonquilla Ticari alim sogan (129) | % 0.217 kuru agirliga gore Hemantamin
(Quail)* (GC kosullarinda bozunma)
Narcissus jonquilla Ticari alim sogan (129) | % 0.22 kuru agirhiga gore Hemantamin

(Quail)**

% 0.03 kuru agirliga gore

[44




Tablo 1’in Devamu. Narcissus Tiirleri Uzerinde Yapilmis Alkaloit Miktar Tayini Calismalari

Bitki Ad (Belirtilmis ise Bitkinin Calisilan | (Lit) [ Galantamin Miktar: Diger
toplama yili, yeri) Kism
N. jonquilla “Pipit”# | Ticari alim sogan (130) | % 0.02-0.10 Likorin
% 0.02-0.32
N. jonquilla Ticari alim sogan (130) | % 0.02-0.09 Likorin
“Pipit”### % 0.01-0.29
Narcissus 1999, Mart-Haziran sogan (111) | *** Epinorgalantamin
legionensis# Ispanya % 0.02 kuru agirliga gére
Sanguinin ***
11-hidroksigalantamin ***
N. leonensis# 1999, Mart-Haziran sogan (111) | *** Epinorgalantamin
Ispanya % 0.12 kuru agirliga gore
Sanguinin ***
11-hidroksigalantamin ***
Narcissus nivalis Nisan-1985 sogan ve toprak (131) | % 0.0095 -
Graells g Ispanya {istii birlikte Taze agirlga gore
Narcissus obesus g 1990 mart tamami (132) | % 0.001 -
Portekiz Taze agirliga gore
Narcissus perez- 1999, Mart-Haziran sogan (111) | % 0.2 kuru agirliga gore Epinorgalantamin

chiscanoi Fern. Casas
#

Ispanya

% 0.04 kuru agirliga gore
Sanguinin ***
11-hidroksigalantamin ***
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Tablo 1’in Devamu. Narcissus Tiirleri Uzerinde Yapilmis Alkaloit Miktar Tayini Calismalar1

Bitki Ad (Belirtilmis ise Bitkinin Calisilan | (Lit) [ Galantamin Miktar: Diger
toplama yili, yeri) Kism
Narcissus poeticus # 1999, Mart-Haziran sogan (111) | *** Epinorgalantamin
Ispanya % 0.15 kuru agirliga gore
Sanguinin ***
11-hidroksigalantamin ***
Narcissus Noordwijk/Hollanda sogan (112) | % 0.24/0.22 liyofilize -
pseudonarcissus
Cultivar “Carlton”
HHH
Narcissus Lisse/Hollanda sogan (112) | % 0.33/0.31 Liyofilize -
pseudonarcissus
Cultivar “Carlton”
Hil#
Narcissus Lincolnshire/UK sogan (112) | % 0.33/ 0.3 Liyofilize -
pseudonarcissus
Cultivar “Carlton”
Hil#
Narcissus tazetta L. g | 1989-temmuz Sogan (133) | % 0.005 -
Asyut/Misir Taze agirliga gore
Narcissus tazetta L. # | Leiden/ Hollanda sogan (113) | *** -
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Tablo 1’in Devamu. Narcissus Tiirleri Uzerinde Yapilmis Alkaloit Miktar Tayini Calismalar1

Bitki Ad (Belirtilmis ise Bitkinin Calisilan | (Lit) [ Galantamin Miktar: Diger
toplama yili, yeri) Kism

Narcissus “Empress of | Leiden/Hollanda sogan (113) | *** -

Ireland” (Trumpet) #

Narcissus cv. Ice Ticari alim sogan (134) | % 0.06-0.17 kuru agirhiga gore Total Alkaloit: % 0.15-0.46

Follies 3 5 Likoramin: % 0.003-0.04
N-demetil likoramin: % 0.04
Karanin: % 0.002-0.03
Likorin:% 0.02-0.08
Hemantamin:% 0.02-0.23
Hipeastrin: % 0.01

Narcissus “Pipit” Leiden/Hollanda Sogan (113) | % 0.025-0.026 -

(Jonquilla) # Taze agirliga gore

Narcissus “Sir Leiden/Hollanda sogan (113) | *** -

Winston Churchill” #

# HPLC yontemi kullanilmistir. ## "H NMR yontemi kullamlmustir. ## HPTLC yontemi kullanilmistir.

* GC-MS yontemi kullanilmistir. ** NACE yontemi kullanilmigtir. *** Tespit edilmemistir.

5 Izolasyon yontemi kullamlmustir. g g Kapiler GC yontemi kullanilmustir.
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2.3. Bitkide Alkaloit Uretimini Arttirmaya Yénelik Arastirmalar

Galantamin Alzheimer hastaliginda ila¢ olarak kulllanim bulmus morfin
benzeri bir alkaloittir. Terapotik kullanimi dogrultusunda iiretimini arttirmak igin

aragtirmalar yapilmistir (116, 134, 135).

Total sentezi basarilmis olan (136) bu alkaloidin iiretimi i¢in sentez sonucu
olusan Triinlin stereoselektivite problemleri ve verim dusikligli sebebiyle

arastirmacilar biyoteknolojik liretime yonlenmistir (122).

Narcissus tazetta subsp. italicus bitkisinde alkaloit iiretimini arttirmak
amactyla doku kiiltiirli ¢alismalart yapilmistir. Ortamda biiyiime hormonlarmin etkisi
ve bitkinin kendisinden izole edilmis fungus suslari belli miktarlarda eklenerek

alkaloit iiretimine katkilar1 incelenmistir (137).

Narcissus tazetta var. chinensis Roem bitkisinin alkaloit iiretiminde kaynak
olma potansiyelinden yola ¢ikilarak bu bitkiden alkaloit ekstraksiyonunu maksimum

verimle gergeklestirebilmek i¢in farkli yontemler arastirilmistir (138).

Yine benzer ¢alismada metil jasmonat, salisilik asit, aragidonik asit gibi
indiikleyicilerin alkaloit Giretimine etkileri N. confusus bitki doku kiiltiirleri tizerinde
arastirilmig, metil jasmonat’in olumlu sonuglar verdigi goriilmiistiir (125). Ayrica bu
kiiltiir ortamlarina genis spektrumlu bakteriyosit ve fungusit karisiminin belli dozda

ilavesinin alkaloit tiretimini arttirdig1 rapor edilmistir (139).

Meristematik kalluslar ile embriyojenik kalluslar arasinda alkaloit {iretimi
farklar1 incelenmis ve doku kiiltiiriinde alkaloit tiretimini arttirmak ig¢in optimum
kosullar aragtirillmistir (124). Ortama prekiirsor eklemenin alkaloit {retimini
arttirabilecegi diigiiniilerek kalluslarla yapilmig bir aragtirmada, bu durumun iiretimi

negatif yonde etkiledigi gorilmiistiir (124).
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2.4. GC-MS Yontemi ile tespit edilmis alkaloitler

Bahgecilikte siis bitkisi olarak kullanilan, toplamda 106 farkli Narcissus
varyetesinde alkaloit tespiti yapilmis ve 62 farkli alkaloit bulunmustur. Hollanda’dan
toplanarak calisilmis bu varyeteler arasinda galantamin miktar1 en yiiksek bulunanlar

Narcissus confusus ve “Bella Estrella” kiiltivar1 olmustur (140).

Bir baska c¢alismada 3-O-metil-9-O-demetilmaritidin ~ Amaryllidaceae
familyasi icin varligi ilk kez GC-MS ile gosterilmis; tazettamit, sternbergin, 1-O-
asetillikorin, 2,11-didehidro-2-dehidroksilikorin  alkaloitlerinin ~ ise  Narcissus
cinsinde varhig ilk kez gosterilmistir.  Trisferidin, 5,6-dihidrobikolorin,
galantindol, anhidrolikorin, deoksitazettin, 6-O-metilpretazettin, 11,12-
dehidroanhidrolikorin, 3-epimakronin alkaloitlerinin Narcissus tazetta L. igin varligi
ilk kez gosterilmis, anhidrolikorin ve 11,12-dehidroanhidrolikorin alkaloitlerinin
Narcissus papyraceus i¢in varligi ilk kez gosterilmistir (141).

Bir calismada yine N. tazettanin da dahil oldugu 45 farkli bolgeden
toplanmig 22 tiir ve 3 hibritin alkaloit profili ¢ikarilmis ve gruplara gore
simiflandrilmistir (68). Yapmis oldugumuz taksonomik siniflandirmada adi gegen
tiirlerin tespit edilmis alkaloit profili tabloda verilmistir. Bunun disinda, N.
viridiflorus Schousboe, N. segurensis Rios, Rivera, Alcaraz & Obon, N. alcaracensis
Rios, Rivera, Alcaraz & Obon, N. salmanticensis Fdez. Casas ve N. subnivalis Fdez.

Casas bitkilerinin de alkaloit profilleri bu ¢alismada tespit edilmistir (68).

Narcissus pseudonarcissus bitkisi iizerinde GC-MS ile ilk kez

Amaryllidaceae alkaloit profili incelenmistir (142).

Narcissus confusus; ve N. pseudonarcissus cv. Carlton alkaloit profili de GC-
MS ile belirlenmistir (143). Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton ve Narcissus
jonquilla Quail tizerinde GC-MS yontemi ile tespit edilen belli basli alkaloitler
verilmistir (129).

Fas’tan toplanmis Narcissus broussonetii bitkisinin alkaloit profili yine GC-
MS yontemi ile tespit edilmis olup, obliquin, plikamin ve sekoplikamin gibi nadir
alkaloitleri de iceren 23 farkli alkaloit rapor edilmistir (144).
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3. izolasyon, Yap1 Aydinlatma ve Biyoaktivite Calismalar
3.1. Alzheimer Hastahg

Bir insanin giinliik yasamini etkileyecek derecede zihinsel yeteneginin
azalmasina demans adi verilir. Alzheimer hastaligi, en sik goriilen demans nedeni
olup, ilerleyici bir hastaliktir (145).

Alzheimer hastalig1 ilk olarak Alman doktor Alois Alzheimer tarafindan 1906
yilinda tanimlanmistir (146). Hastalarin yaklasik % 5’inde kalitimsal tipi; kalan
%95’inde i1se sporadik tipi goriilmektedir. Sporadik seklinde en 6nemli risk faktori
yastir. Diger risk faktorleri ise; ailede Alzheimer hastalifi Oykiisiiniin bulunmasi,
diisiik egitim diizeyi, biling kaybina neden olmus kafa travmasi ve apolipoprotein-
E’nin ¢4 alelinin ve p-amiloidin (Af) yikiminda gorev yaptigi disiiniilen o2-
makroglobulinin gen silinmeleridir (145).

Hastaligin karakteristik patolojik bulgular1 beyinde ekstraseliiler senil plaklar,
noronlarin iginde norofibriler yumaklar, sinaps ve noron kaybidir(145). Norofibriler
yumaklarin ana bileseni, hiperfosforile durumdaki “Tau” proteinidir. Tau, aksonal
iletimden sorumlu bir molekiildiir ve mikrotiibiillere baglanarak stabilizasyonu
arttirir. Fosforillenme sonucu "tau" proteininin mikrotiibiillere baglanmasi engellenir.
Ortamda giderek artan fosforile tau, once ¢oziilemeyen cift sarmalli iplikgiklere
dontisiir. Bu ¢ift sarmalli iplikgikler birikerek hiicre i¢inde norofibriler yumaklara
doniigiir ve hiicreyi 6liime gotiiriir (147). Ayrica biyokimyasal ¢alismalar Alzheimer
hastalarinda kortekste bazi néromediyatdrlerin ve 6zellikle asetilkolinin azaldigini

gostermistir (145).

Kolinerjik ndronlarin dejenerasyonunun amnezi ve biligsel fonksiyon
bozukluguna yol agtig1 bilinmektedir. Korteksteki seratonerjik ve noradrenerjik
yetmezligin de hastaligin depresyon gibi davranigsal semptomlar1 ile iligkili
olabilecegi diisliniilmektedir. Hafif ve orta siddetli Alzheimer hastaliginda geri-
doniislii (reversibl) antikolinesteraz ilaglarin etkinligi kanitlanmistir. Donepezil,
rivastigmin ve galantamin antikolinesteraz ila¢ olarak halen Tirkiye’de
pazarlanmaktadir ve Alzheimer’da endikedir. Bu ilaclar tersiyer amin yapisinda
olduklarindan dolay1 kan-beyin bariyerini gegerler ve beyindeki kolinerjik
sinapslarda, bu arada biligsel fonksiyonlarla ilgili olan bolgelerdeki sinapslarda
asetilkolini yikan asetilkolinesteraz enzimlerini de inhibe ederek, hastalik nedeniyle

zayiflamis olan kolinerjik uyart asirirmini giiclendirirler. Bu ilaglarin, ayn1 zamanda
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toksik amiloid-f olusumunu azalttig1, bu nedenle hastaligin ilerlemesini de 6nledigi

oOne siiriilmektedir (145).

Bir Amaryllidaceae alkaloidi olan galantaminin Alzheimer hastaliginin
tedavisinde kullanim bulmusg olmasi, bu familyaya ait bitkilerin alkaloit profillerinin
daha detayli incelenmesi ve dolayisiyla pek ¢ok alkaloit yapisinin aydinlatilmasina
olanak saglamistir. Narcissus cinsinin ve diger antikolinesteraz aktiviteye sahip
Amaryllidaceae tiirlerinin alkaloit igerigi ¢alismamizda tablolar halinde (Tablo 4)

sunulmustur.

3.2. Amaryllidaceae Alkaloitleri

Giliniimiize kadar, 500’den fazla Amaryllidaceae alkaloidi, familyanin farkl
bitkilerinden izole edilmis olup, bu alkaloitlerin pek ¢ok farmakolojik aktiviteden
sorumlu olduklart modern fitokimyasal caligmalarla gosterilmistir (63, 148-150).
Narcissus cinsinde bulunan alkaloitler iskelet tiplerine gore sekiz gruba
ayrilmaktadir. Bu gruplar, temsil eden alkaloidin adina gore; norbelladin, likorin,
homolikorin, hemantamin, narsiklasin, tazettin, pankrasin ve galantamin olarak ifade
edilmektedir (63).

Amaryllidaceae alkaloitleri, biyojenezleri, farmakolojik ve fizyolojik
aktiviteleri dolayisiyla fizerlerinde ¢ok sayida g¢alisma yapilmig bir sekonder
metabolit grubudur. Bu alkaloitlerle ilgili ikincil kaynak niteliginde yayinlar
bulunmaktadir. “The Alkaloids, Chemistry and Biology” adiyla yayinlanan
derlemeler literatiirde yer almaktadir (151-154). Ayrica, on ii¢ cilt halinde yaymlanan
“The Alkaloids Specialist Periodical Reports” ile baglayip 1984 yilindan itibaren
"Natural Product Reports" ismiyle yayinlanan derleme serisi de bulunmaktadir (150,
155-174). Bunlarin disinda, Amaryllidaceae alkaloitlerinin biyojenezleri ve
farmakolojik aktiviteleri ile ilgili derlemeler de mevcuttur (175-178). Biyojenetik
olarak fenil alanin ve tirozinin norbelladini olusturup, norbelladinden de fenolik
baglarin ¢esitli sekillerde baglanarak kapanmasi sonucu olusurlar (175). Morfin ve
kodein iskeletlerine benzerliklerinden dolay: analjezik etkileri yiiksektir. Antifungal,
antienflamatuvar, sitotoksik, antikanser, antiplatelet, antifeedant aktivitelerle one

¢ikmis alkaloitler mevcuttur (63, 179).
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Amaryllidaceae alkaloitleri iskelet yapilarina gore temelde 10 grupta

incelenmektedir:

Tablo 2. iskelet yapilarina gore Amaryllidaceae alkaloitleri

Iskelet Tipi Molekiil Formiilii

Norbelladin Tip (63)

(4-[[[2-(4-hidroksifenil)etilJamino]metil]-
1,2-Benzendiol )

Ornek: Norbelladin
R=H

Likorin Tip (63) Rs

(4,5-Etanofenantridin) Re
S

Ornek: Likorin o 11
R1=R2=0CH:20

R3=R4=0H 12
Rs=Re=Cifte bag Ri1 Z c

Homolikorin Tip (63)

3
(2-Benzopirano[3,4]indol) 2
Ornek: Hippeastrin R
R1=R2=H
R3+R4=0
Rs= OH
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Tablo 2’nin Devamu. Iskelet yapilarina gére Amaryllidaceae alkaloitleri

Iskelet Tipi

Molekiil Formiilii

Krinin Tip (63)

(p-5,10b-Etanofenantridin)

Ornek: Krinin
R=0OH

Hemantamin Tip (63)

(a-5,10b-Etanofenantridin)

Ornek: Hemantamin
R1=0CH3
R2=Rs=Rés=H
R3+R4=CH2

R7=0OH

Narsiklasin Tip (63)

(Fenantridon)

Ornek: Narsiklasin
R=OH
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Tablo 2’nin Devamu. iskelet yapilaria gére Amaryllidaceae alkaloitleri

Iskelet Tipi

Molekiil Formiilii

Montanin Tip (63)

(Metanomorfantridin)

Ornek: Montanin
R=0C H3

Galantamin Tip (63)

(Dibenzofuran)

Ornek: Galantamin
R;= OMe

R2: H

R3: OH

Grasilin Tip (180)

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

Ornek : Grasilin
R=H

32




Tablo 2’nin Devam. iskelet yapilarina gére Amaryllidaceae alkaloitleri

OMe

Plikamin Tip (180)

3

(5-(4-hidroksifenetil-[1,3-
dioksolo [4,5-g]indolo[3,3a-
clizokinolin- 6,12-dion )

Ornek: Plikamin
R= CH3




3.3. Bitkiden Elde Edilen Ekstreler Uzerinde Aktivite Arastirmalar

Narcissus ekstreleri, kozmetik iriinlerin bilesiminde yer almaktadir. Bu
alanda son yillarda yapilan ¢alismalardan birinde hekzan ekstresinin cilt beyazlatici
iirlin bilesimine konmasi lizerine ¢ok iyi sonuglar alinmis ve {iriiniin patenti alinmstir
(181). Ayni amagla gelistirilmis bir bagka iriin i¢in Narcissus tazetta ¢igek
kismindan hazirlanan ekstrede melanin tiretimini baskilayici etkili maddelerin varlig
gosterilmistir (182).

Bir baska kozmetik iiriin ise yaslanma karsit1 olarak gelistirilmis ve iirline
Narcissus tiirlerine ait sogan ekstresi eklenmistir (183). Ayrica farkli bitkilere ait
ekstrelerle birlikte bulundugu bir formiilasyonun igme sularinda yosun olusumunu
kimyasal madde kullanmaya gerek kalmaksizin engelledigi ve sagliga zarar
vermedigi gosterilmistir(184). N. tazetta bitkisinin toprak istii kisimlarindan
hazirlanan butanol ekstresinin metisiline rezistan Staphylococcus aureus ve Candida
albicans’a kars1 antimikrobiyal etkisi kanitlanmistir (185).

Tirkiye’den toplanmis N. tazetta L. bitkisinin ekstresinin insektisit,
antinematodal ve antimikrobiyal aktiviteleri gosterilmis, Alanya bdlgesinden
toplanmis Narcissus tazetta subsp. tazetta etanolik ekstresinin fareler uzerinde
antinosiseptif aktivite gosterdigi rapor edilmistir (186, 187). Antalya/Kumluca
bolgesinden toplanmig  Narcissus tazetta subsp. tazetta bitkisinin  1:1
kloroform:metanol ekstresi Ellman yontemi ile antikolinesteraz aktivite yoniinden
degerlendirilmis ve etkisi igerigindeki alkaloitlere baglanmistir (188). Urdiin’den
toplanmis N. tazetta L. i¢in, geleneksel olarak cigekleri ve toprak {istli kisminin
inflizyonunun antikanser antienflamatuvar ve sedatif amagclarla kullanildig
bildirilmis ve etanol ekstresinin kanser hiicreleri tizerindeki etkisi in vitro
arastirilmigtir (189).

Bir baska calisma Narcissus “Sir Winston Churchill” bitkisinin ekstresinin
antikolinesteraz aktivite tasidigini ortaya koymus, biyoaktivitenin ise ungiminorin
adli bilesikten ileri geldigini gdstermistir (190). Amaryllidaceae alkaloitlerinin en
belirgin biyoaktivitelerinden biri de antikolinesteraz aktivite oldugu i¢in Narcissus
tiirlerinden elde edilen ekstreler ve izole edilen alkaloitler {izerinde antikolinesteraz

aktivite ¢caligmalari literatiirde yer almaktadir (64, 191).
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Tablo 3. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuslari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
Narcissus angustifolius Curtis ex Haw. Galantamin Galantamin + (192)
Nangustin Montanin
Pankrasin
Cerilin Diger
8-O-demetilhomolikorin Homolikorin
8-O-demetil-8-O-asetil homolikorin
Ungeremin Likorin
Psodolikorin
Vaskonin
Assoanin Likorin +/GC-MS (68, 193, 194)
Oksoassoanin +
N. assoanus Leon-Duf Pssdolikorin
1-O-asetilpsodolikorin
2-O-asetilpsodolikorin +/GC-MS
8-O-metilsternbergin GC-MS
Sternbergin
Kirkin
Galantamin Galantamin GC-MS
N. austriensis (Jordan) Pugsley Hemantamin Hemantamin + (195)
Hemantidin
Likorin Likorin
3-epimakronin Tazettin
Tazettin
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N. austriensis (Jordan) Pugsley (Devami) | Trisferidin Fenantridin + (195)
Ismin
N. bicolor L. Bikolorin Fenantridin (196)
5,6-dihidrobikolorin
Ismin +
9-O-demetil homolikorin Homolikorin
3-epimakronin Tazettin
Pretazettin
Vaskonin Likorin
Oksoassoanin —N-oksi
N. aureus Loisel.= N. tazetta L. subsp. Likorin Likorin + (297)
aureus (Loisel.) Baker
N. biflorus Curtis Likorin Likorin + (297)
N. bujei (Fdez. Casas) Krinamin Krinin + (198)
Bujein Hemantamin
Hemantamin
11-O-asetilhemantamin
Homolikorin Homolikorin

8-O-demetilhomolikorin




LE

Tablo 3%iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N. bujei (Fdez. Casas) (Devami) Likorenin Likorenin + (198)
O-metillikorenin
6-O-metilodulin
Masonin
Tazettin Tazettin
N. bulbocodium L. subsp. bulbocodium Hordenin Tiramin(Diger) GC-MS (68)
Hordenin Tiirevi
N. canaliculatus Guss. Hemantamin Hemantamin + (299, 200)
Narsiklasin Narsiklasin
Tazettin Tazettin
N. cantabricus DC. Kantabrisin Hemantamin + (68, 201)
Hemantamin
Vittatin
Krinamin Krinin GC-MS
6a-hidroksibufanisin +
6-hidroksibufanisin
[smin Fenantridin GC-MS
Triferidin
5,6 dihidrobikolorin
Galantindol Galantindol GC-MS
Galantamin Galantamin GC-MS

Metillokotamin
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N. cantabricus DC. (Devami) Tazettinol Tazettin GC-MS (68, 201)
Epimakronin
3-O-asetilmetilpretazettin
3-O-asetilmetilpretazettin izomeri
6-metoksipretazettin
6-metoksipretazettin izomeri
Tazettin +/ GC-MS
Homolikorin Homolikorin GC-MS
N. confusus Pugsley Galantamin Galantamin +/ GC-MS (68, 127, 179, 202, 203)
N-formil galantamin
GC-MS

Anhidrogalantamin

Sanguinin

Narvedin

Lekotamin

Metillekotamin
3-0-(3’-asetoksibutanoil) lekotamin
3-O-(3’-asetoksibutanoil) galantamin
3-O-asetilgalantamin
N-demetilnorgalantamin
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N. confusus Pugsley (Devami) Hemantamin Hemantamin +/ GC-MS (68, 127, 179, 202, 203)
11-hidroksivittatin GC-MS
Likorin Likorin GC-MS
Assoanin
11,12 didehidroanhidrolikorin
Homolikorin Homolikorin +/ GC-MS
9-O-demetilhomolikorin +
8-O-demetilhomolikorin GC-MS
6-O-metillikorenin Likorenin
Likosenin B Galantindol
Desmetillikosinin
Epimakronin Tazettin
Tazettin
6-metoksipretazettin
6-metoksipretazettin izomeri
Pretazettin
N. conspicuus (Haw.) Sweet Homolikorin Homolikorin GC-MS (68)
Hemantamin Hemantamin
Hordenin Tiramin (diger)
N.cyclamineus DC. Narsiklasin Narsiklasin + (200, 204)
Narvedin Galantamin
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N.cyclamineus DC. cv. Beryl Galantin Likorin + (179, 205, 206)
Likorin
Narsissidin
Penarsin Diger
N.cyclamineus DC. cv. Cairhays Galantin Likorin + (205)
Hemantidin Hemantamin
6-epihemantidin
Pluviin Likorin
N.cyclamineus DC. cv. February Gold Homolikorin Homolikorin + (205)
Likorenin
Likoramin Galantamin
N.cyclamineus DC. cv. Peeping Tom Likorenin Homolikorin + (205)
Pluviin Likorin
Tazettin Tazettin
N. dubius Gouan Dubiusin Homolikorin + (179, 207)
9- O-demetil-2-a-hidroksihomolikorin
(5-hidroksi 10-O-demetilhomolikorin)
Psodolikorin Likorin
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir

Alkaloit

Iskelet Tipi

Izolasyon

Literatiir

N. eugeniae Fdez. Casas

Galantamin

Anhidrogalantamin

Sanguinin

N-metilnorgalantamin
N-formilgalantamin
Metillekotamin
3-0-(3’asetoksibutanoil)lekotamin
Epigalantamin

Likoraminon

Galantamin

+/GC-MS

GC-MS

Homolikorin
Likorenin

Eugenin

Likosenin B
Desmetillikosinin
8-O-demetil homolikorin

Homolikorin

+/ GC-MS

Hordenin tirevi

Tiramin

Trisferidin

Fenantridin

Vittatin
8-O-demetilmaritidin

Hemantamin

Anhidrolikorin
1-O-asetilpluviin
Karanin

Likorin

GC-MS

(68, 179, 208)
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Tablo 3%iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir

Alkaloit

Iskelet Tipi

Izolasyon

Literatiir

N. eugeniae Fdez. Casas (Devami)

Kirkin

11,12 didehidroanhidrolikorin
Likorin
9-O-metilpsodolikorin
Pluviin

Norpluviin

Likorin
(Devami)

GC-MS

(68, 179, 208)

N. fernandesii G.Pedro

Likorenin

Homolikorin

Galantamin
N-demetilnorgalantamin
Epigalantamin
Likoramin

Narvedin
3-O-asetilgalantamin
N-formilnorgalantamin

Galantamin

Vittatin
11-hidroksivittatin
Hemantamin

Hemantamin

Galantindol

Indol

Trisferidin
5,6dihidrobikolorin
[smin

Fenantridin

GC-MS

(68)
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir

Alkaloit

Iskelet Tipi

Izolasyon

Literatiir

N. fernandesii G.Pedro (Devami)

Likorin

Anhidrlikorin
1-O-asetilpluviin

Assoanin
11,12-didehidroanhidrolikorin
Galantin

Inkartin

Likorin

Tazettinol
6-metoksipretazettin
Tazettin

Tazettin

GC-MS

(68)

N. genesii-lopezii Fern. Casas

Hordenin
Hordenin tirevi

Tiramin

Trisferidin
5,6-dihidrobikolorin

Fenantridin

Galantamin
N-demetilnorgalantamin
Metillokotamin
3-0O-(3’asetoksibutanoil)lokotamin

Galantamin

GC-MS

(73)
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi

Izolasyon

Literatiir

N. genesii-lopezii Fern. Casas (Devami) Vittatin Hemantamin
Maritidin
8-O-demetil maritidin
11-hidroksivittatin

Kirkin Likorin
Assoanin

6-O-metillikorenin Homolikorin
Likosenin B

Likorenin

Homolikorin
8-O-demetil homolikorin

GC-MS

(73)

N. hedraeanthus (Webb & Heldr.) Ismin Fenantridin
Colmeiro Trisferidin
5,6-dihidrobikolorin

Galantamin Galantamin
Likoraminon
Narvedin
Habrantin

3-0-(3’hidroksibutanoil)vittatin Hemantamin
11-hidroksivittatin
Vittatin

Papiramin

GC-MS

(68)
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N. hedraeanthus (Webb & Heldr.) Dihidrolikorin Likorin GC-MS (68)
Colmeiro (Devami) Anhidrolikorin
11,12-didehidroanhidrolikorin
1-O-asetil dihidrolikorin
1-O-asetil dihidrolikorin izomeri
Tazettin Tazettin
6-metoksipretazettin
6-metoksipretazettin izomeri
N. incomparabilis Narsiklasin Narsiklasin + (279)
N. jacetanus Fdez. Casas Assoanin Likorin + (209)
Oksoassoanin
Likorin
Psodolikorin
N. jonquilla (Quail) Galantamin Galantamin GC-MS (210)
Likoramin
Narvedin
Hemantamin Hemantamin
Tazettin Tazettin
N. jonquilla L. Hemantamin Hemantamin GC-MS (68, 179, 211)
Golseptin Likorin +
Narsiklasin Narsiklasin +
Galantindol Galantindol GC-MS
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir

Alkaloit

Iskelet Tipi

Izolasyon

Literatiir

N. jonquilla L. (Devami)

Galantamin

Likoramin

Metillokotamin
Narvedin
Anhidrogalantamin
Likoramin
3-O-metilgalantamin
Likoraminon

Galantamin

+/ GC-MS

+

GC-MS

Trisferidin
[smin
5,6-dihidrobikolorin

Fenantridin

GC-MS

(68, 179, 211)

N. jonquilla L. cv. Golden Sceptre

Galantin

Goleptin
Golseptin
Jonquilin
Likorin

Likorin

Hemantamin

Hemantamin

Galantamin

Galantamin

Hipeastrin
Homolikorin
Likorenin
Masonin
Odulin

Homolikorin

Tazettin

Tazettin

(205, 212-215)
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N. jonquilla L. cv. Trevithian Galantamin Galantamin + (200, 205)
Likorin Likorin
Likorenin Homolikorin
Narsiklasin Narsiklasin
Tazettin Tazettin
N. leonensis Pugsley Norgalantamin Galantamin + (216)
Epinorgalantamin
Epinorlikoramin
Norlikoramin
Likorin Likorin
N. lobularis Hort. Galantamin Galantamin + (217)
Hemantamin Hemantamin
N. munozii-garmendiae Fdez. Homolikorin Homolikorin + (68, 218)
Likorenin
O-metillikorenin
Hordenin Tiramin GC-MS
5,6-dihidrobikolorin Fenantridin
Galantamin Galantamin
Likoramin
Likoraminon
Narvedin
11-O-asetilhemantamin Hemantamin
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N. munozii-garmendiae Fdez. (Devami) Assoanin Likorin GC-MS (68, 218)
Kirkin
Norpluviin
N. nivalis Graels Galantamin Galantamin + (131)
Norgalantamin
9-O-metilpsodolikorin Likorin
N. obesus Salisb Bikolorin Fenantridin + (132)
5-6-dihidrobikolorin
Ismin
Hemantamin Hemantamin
Galantamin Galantamin
3-epimakronin Tazettin
Obesin
Pretazettin
N. odorus L. var. rugulosus Rudoline - + (206)
Penarcine - (179)
N. pallidiflorus Pugsley Hemantamin Hemantamin + (219)
Homolikorin Homolikorin
8-0O-demetilhomolikorin
Ismin Fenantridin
5,6-dihidrobikolorin
Pallidiflorin Diger
Pretazettin Tazettin
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N. pallidulus Graels. Roserin Likorin + (68, 220)
Mesembrin Diger GC-MS
Mesembranol
Mesembrenon +/GC-MS
N. panizzianus Parl. Papiramin Hemantamin + (221)
6-epi papiramin
Galantin Likorin
Homolikorin Homolikorin
Pretazettin Tazettin
N.papyraceus Ker. Gawl Galantamin Galantamin + (141, 179, 203, 222-
Likoramin 224)
Homolikorin Homolikorin +
8-O-demetilhomolikorin
9-O-demetilhomolikorin
8-O-demetilhomolikorin-N-oksit
9-O-demetilhomolikorin-a-N-oksit
Sternbergin Likorin GC-MS
1-O-asetillikorin
2,11didehidro,2-dehidroksilikorin
Likorin +/ GC-MS
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N.papyraceus Ker. Gawl (Devami) 11,12-didehidroanhidrolikorin Likorin GC-MS (141, 179, 203, 222-
Anhidrolikorin (Devami) 224)
Maritidin Hemantamin +
O-metilmaritidin +/ GC-MS
3-0-metil-9-O-demetilmaritidin GC-MS
Narsimarkin +
Papiramin +/ GC-MS
O-metilpapiramin GC-MS
6-epipapiramin +
O-metil-6-epipapiramin
Psodolikorin Likorin +
Tazettin Tazettin
N.perez-chiscanoni Fern. Casas Cerilin Diger GC-MS (68)
8-O-demetilhomolikorin Homolikorin
Homolikorin
Likosenin B
6-O-metillikorenin
Epimakronin Tazettin
Tazettin
11-hidroksivittatin Hemantamin

11-O-asetilhemantamin
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N.perez-chiscanoni Fern. Casas (Devami) | Hemantamin Hemantamin GC-MS (68)
(Devami)
Metillokotamin Galantamin
N-formilnorgalantamin
Sanguinin
Galantamin
5,6-dihidrobikolorin Fenantridin
N. poeticus L. Galantamin Galantamin + (179, 203, 222, 225-
Galantin Likorin 232)
Likorin
Narsissidin
Nartazin
Narsimarkin
Likorenin Homolikorin
Homolikorin
Narsipoetin
Pankrasin Montanin
Poetaminin Likorin
Poetamin
Poetarisin
Pluviin

9-O-metilpsodolikorin
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N. poeticus L. var. ornatus Hort. Galantamin Galantamin + (179, 225, 226, 230, 233-
Galantin Likorin 235)
Likorin
Poetaminin
Poetamin
Hemantamin Hemantamin
Homolikorin Homolikorin
Likorenin
Poetinatin
Narsipoetin
Tazettin Tazettin
N. poeticus L. cv. Actea Galantamin Galantamin + (200, 234)
Galantin Likorin
Likorin
Narsissidin
Narsiklasin Narsiklasin
Likorenin Homolikorin
N. poeticus L. cv. Daphne Galantamin Galantamin + (217)
Homolikorin Homolikorin
Likorenin
Likorin Likorin
N. poeticus L. cv. Pink Parasol Narsipavlin Galantamin + (231)
Narsikaknin
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N. poeticus L. cv. Sarchedon Galantamin Galantamin + (226)
Likorenin Homolikorin
Galantin Likorin
Likorin
Narsissidin
N. primigenius (Lainz) Fdez. Hemantamin Hemantamin + (236)
8-O-demetilmaritidin
Homolikorin Homolikorin
8-O-demetilhomolikorin
N. pseudonarcissus L. O-metilnorbelladin Norbelladin + (179, 229, 237-239)
Hemantamin Hemantamin
Narsidin
Masonin Homolikorin
Homolikorin
Norpluviin Likorin
Likorin
Assoanin
Metilpsodolikorin
Demetildihidrogalantamin Galantamin

N-demetilgalantamin
O-asetilgalantamin
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir

Alkaloit

Iskelet Tipi

Izolasyon

Literatiir

N. pseudonarcissus L.
cv. Carlton

Likoramin
Epinorlikoramin
Galantamin
O-asetilgalantamin
Norgalantamin

Galantamin

Hemantamin

Hemantamin

Likorenin
O-metillikorenin
Masonin
Normasonin
Hipeastrin
Homolikorin

Homolikorin

Narsiklasin

Narsiklasin

Narvedin

Galantamin

Odulin
6-O-metilodulin

Homolikorin

1-O-asetil-9-O-demetilpluviin
N-demetilmasonin
9-O-demetilpluviin
1,9-diasetil-9-O-demetilpluviin

Likorin

Vittatin

Hemantamin

+/GC-MS

(142, 179, 200, 210, 239,
240)

N. pseudonarcissus L. cv. Coevnt Garden

Galantamin
Norgalantamin
Norlikoramin

Galantamin

(217, 241)
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N. pseudonarcissus L. cv. Coevnt Garden | Galantin Likorin + (217, 241)
(Devami) Pluviin
Likorin
Hemantamin Hemantamin
Likorenin Homolikorin
N. pseudonarcissus L. cv. Early Glory Galantamin Galantamin + (217)
Galantin Likorin
Likorin
Hemantamin Hemantamin
N. pseudonarcissus L. cv. Flower Carpet | Narsiklasin Narsiklasin + (200)
N. pseudonarcissus L. cv. Grant Maitre Narsiklasin Narsiklasin + (200)
N. pseudonarcissus L. cv. Grant Maitre Galantamin Galantamin + (217)
Galantin Likorin
Likorin
Hemantamin Hemantamin
Homolikorin Homolikorin
Tazettin Tazettin
N. pseudonarcissus L. cv. Imperator Galantamin Galantamin + (217)
Hemantamin Hemantamin
Likorenin Homolikorin
Homolikorin
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N. pseudonarcissus L. cv. Imperator Galantin Likorin + (217)
(Devami) Likorin

Pluviin
N. pseudonarcissus L. cv. King Alfred Hemantamin Hemantamin + (200, 217, 227, 241-245)

Norlikoramin Galantamin

Galantamin

Norgalantamin

Hipeastrin Homolikorin

Homolikorin

8-O-demetilhomolikorin

Likorenin

Narsiklasin Narsiklasin ve

Montanin

Assoanin Likorin

Galantin

Likorin

Narsissidin

9-O-metil-psédolikorin

Pluviin

Odulin Homolikorin
N. pseudonarcissus L. cv. Magnet Hemantamin Hemantamin + (217)

Galantin Likorin

Pluviin
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N. pseudonarcissus L. cv. Magnificence | Galantamin Galantamin + (217, 241)
Norgalantamin
Norlikoramin
Hemantamin Hemantamin
Galantin Likorin
Likorin
Pluviin
N. pseudonarcissus L. cv. Mount Hood Hipeastrin Homolikorin + (115, 200, 246, 247)
Homolikorin
Galantamin Galantamin
Likoramin
Norlikoramin
Narsiklasin Narsiklasin
N. pseudonarcissus L. cv. Mrs. Ernst. H. | Galantamin Galantamin + (217, 247)
Krelage Hemantamin Hemantamin
Galantin Likorin
Likorin
Pluviin
Narsiklasin Narsiklasin
N. pseudonarcissus L. cv Music Hall Galantin Likorin + (217)
Likorin
Hemantamin Hemantamin
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N. pseudonarcissus L. cv. Oliver Cromwell | Galantamin Galantamin + (217)
Hemantamin Hemantamin
Pluviin Likorin
Galantin
N. pseudonarcissus L. cv. President Lebrun | Narsiklasin Narsiklasin + (200, 247)
N. pseudonarcissus L. cv. Queen of Galantamin Galantamin + (217)
Bicolors Hemantamin Hemantamin
Likorin Likorin
Pluviin
N. pseudonarcissus L. cv. Rembrandt Galantamin Galantamin + (200, 217)
Norgalantamin
Norlikoramin
Hemantamin Hemantamin
Likorin Likorin
Narsiklasin Narsiklasin
N. pseudonarcissus L. cv. Rockery Beauty | Galantin Likorin + (217)
Hemantamin Hemantamin
Narsiklasin Narsiklasin
Norgalantamin Galantamin
Norlikoramin
N. pseudonarcissus L. cv. Romaine Galantamin Galantamin + (217)
Hemantamin Hemantamin
Pluviin Likorin
Likorenin Homolikorin
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N. pseudonarcissus L. cv. Spring Glory Galantin Likorin + (217)
Likorin
Pluviin
Norgalantamin Galantamin
Norlikoramin
Hemantamin Hemantamin
N. pseudonarcissus L. cv. Unsurpassable | Galantamin Galantamin + (217)
Hemantamin Hemantamin
Likorenin Homolikorin
Pluviin Likorin
N. pseudonarcissus L. cv. Victoria Hemantamin Hemantamin + (217)
Galantin Likorin
Likorin
Pluviin
Norlikoramin Galantamin
Norgalantamin
N. pseudonarcissus L. cv. Wrestler Galantamin Galantamin + (217)
Galantin Likorin
Pluviin
Hemantamin Hemantamin




Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N. pseudonarcissus L. subsp. Odulin Homolikorin + (142, 240)
pseudonarcissus cv. Carlton Hippeastrin

Masonin +/GC-MS

Homolikorin

N-Demetilmasonin

O-Metilodulin

O-metillikorenin

O-metillikorenin izomeri GC-MS

Likorenin

Galantamin Galantamin +/GC-MS

N-demetilgalantamin

Likoramin

Narvedin

Likoramin izomeri GC-MS

Galantamin izomeri

Epi-N-demetillikoramin +

Vittatin Hemantamin +/GC-MS

Hemantamin

Hemantamin tiirevi GC-MS

Hemantamin bozunma tiriini

O-Asetilgalantamin Galantamin + (239)

1,10-diasetil-10-norpluviin Likorin +

09
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N. pseudonarcissus L. subsp. 1-O-asetil-10-norpluviin Likorin (Devami) | +/GC-MS (239)
pseudonarcissus cv. Carlton 10-Norpluviine
(Devami)
N. radinganorum Fdez. Casas Homolikorin Homolikorin +/GC-MS (68, 248)
8-O-demetilhomolikorin
2-Hidroksihomolikorin
6-O-Metil likorenin
Assoanin Likorin GC-MS
Kirkin
8-O-demetilmaritidin Hemantamin GC-MS
9-O-demetilmaritidin +
3-0-3’(Asetoksibutanoil )galantamin Galantamin GC-MS
Habrantin
Galantamin
N-demetil norgalantamin
Lokotamin
N. requienii M. Roem. 2-O-asetillpsodolikorin Likorin + (193)

1-O-asetilpsodolikorin
Psodolikorin




29

Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglar

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N. serotinus Lo6fl. Ex L. Narsiklasin Narsiklasin + (200)
Fortusin Likorin + (249)
1-O-(3’-asetoksibutanoil)likorin + (250)
1-O-(3"-hidroksibutanoil)likorin
Likorin
Galantin
Assoanin
Narseronin Homolikorin
Hippeastrin
11-hidroksigalantin Likorin + (149)
1-O-Asetil-3-0-metil-6-oksonarsissidin
1-O-Asetil-3-O-metilnarsissidin
3-O-Metilnarsissidin
2-Metoksipratosin Narsiklasin
4-Metoksi5-metil-1,2,3,5,6,6aR- Tazettin + (251)

hekzahidro-[1,3]dioksolo[40,50 : 6,7]-
izokromeno[3,4-c]indol-8-on




Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N. tazetta L. Hipeastrin Homolikorin + (68, 133, 141, 179, 200,

Masonin 226, 244, 252-261)

Homolikorin +/GC-MS

8-0O-demetilhomolikorin

2-hidroksihomolikorin GC-MS

O-metilnorbelladin Norbelladin GC-MS

Galantindol Galantindol GC-MS

Narsiklasin Narsiklasin +

Bikolorin Fenantridin +

Trisferidin GC-MS

[smin

5-6 dihidrobikolorin

O-demetilmaritidin Hemantamin +

6-epihemantidin

Hemantidin

Vittatin GC-MS

11-hidroksivittatin

Maritidin

O-metil Maritidin

8-O-demetilmaritidin

Hemantamin +

Krinamin

Fiansin

€9
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuslari

Tiir

Alkaloit

Iskelet Tipi

Izolasyon

Literatiir

N. tazetta L.
(Devami)

Narsisin
Narvedin

Likoramin
Likoraminon

Galantamin

Galantamin

+

GC-MS

+/GC-MS

Krivellin
Pretazettin

Epimakronin

3- Epimakronin
6-metoksipretazettin
6-metoksipretazettin izomeri
11-dezoksitazettin-3-epi-izomeri
Tazettamit

Deoksitazettin

Tazettin

Tazettin

+

GC-MS

+/ GC-MS

Galantin, Narsissidin
Nartazin
Psodolikorin

Anhidrolikorin
11,12-didehidroanhidrolikorin
8-O-metilsternbergin
Assoanin

Kirkin

Likorin

Likorin

+

GC-MS

+/GC-MS

(68, 133, 141, 179, 200,
226, 244, 252-261)
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir

Alkaloit

Iskelet Tipi

Izolasyon

Literatiir

N. tazetta L. var chinensis Roem

Galantamin
Epigalantamin
Likoramin

Galantamin

Homolikorin
Likorenin

Homolikorin

Pluviin
Psodolikorin
Likorin

Likorin

Pretazettin
Tazettin

Tazettin

Hemantidin
6-epihemantidin
Maritidin
O-metilmaritidin

6-a-hidroksi-3-O-metilepimaritidin
6-p-hidroksi-3-O-metilepimaritidin

Papiramin
6-epipapiramin
3-epipapiramin

Hemantamin

+

(62, 179, 262, 263)
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N. tazetta L. cv. Cragford Hemantamin Hemantamin + (226)
Homolikorin Homolikorin
Likorin Likorin
Tazettin Tazettin
N. tazetta L. cv. Early Perfection Pluviin Likorin + (226)
Likorin
Hipeastrin Homolikorin
Homolikorin
Hemantamin Hemantamin
Tazettin Tazettin
N. tazetta L. cv.Geranium Homolikorin Homolikorin + (226, 246, 247, 255)
Galantamin Galantamin
Likorin Likorin
Narsissidin
Hemantamin Hemantamin
Tazettin Tazettin
Narsiklasin Narsiklasin
N. tazetta L. cv. La Fiancee Galantin Likorin + (226)
Likorin
Homolikorin Homolikorin
Hemantamin Hemantamin
Tazettin Tazettin
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N. tazetta L. cv. Laurens Koster Hemantamin Hemantamin + (226)
Homolikorin Homolikorin
Likorin Likorin
Tazettin Tazettin
N. tazetta L. cv. L’ innocence Hemantamin Hemantamin + (226)
Homolikorin Homolikorin
Likorin Likorin
Narsissidin
Tazettin Tazettin
N. tazetta L. cv. Scarlet Gem Galantin Likorin + (226)
Likorin
Homolikorin Homolikorin
Hemantamin Hemantamin
Tazettin Tazettin
N. tazetta L. cv. St Agnes Hemantamin Hemantamin + (226)
Homolikorin Homolikorin
Likorin Likorin
Tazettin Tazettin
N. tortifolius Fdez. Casas Dubiusin Homolikorin + (179, 264)
Homolikorin

8-O-demetilhomolikorin
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir

N. tortifolius Fdez. Casas (Devami) 9-O-demetil-2-a-hidroksi homolikorin Homolikorin + (179, 264)
(5-hidroksi 10-O-demetil homolikorin) (Devami)
Galantamin Galantamin

N. tortuosus Haworth Likorin Likorin + (265)
Tortuosin

N. triandrus L. cv. Silver Chimes Hemantamin Hemantamin + (205)
Likorin Likorin
Tazettin Tazettin

N. triandrus L. cv. Thalia Hemantamin Hemantamin + (200, 205, 244)
Homolikorin Homolikorin
Likorenin
Likorin Likorin
Narsiklasin Narsiklasin

N. triandrus L. cv. Tresamble Galantamin Galantamin + (200, 205, 244)
Hemantamin Hemantamin
Likorenin Homolikorin
Narsiklasin Narsiklasin
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
N. vasconicus Fdez. Casas Homolikorin Homolikorin + (179, 266)
8-O-demetil-8-O-asetil homolikorin
(9-O-demetil-9-O-asetil homolikorin)
Likorin Likorin
Vaskonin
Narcissus L. cv. Celebrity Narsiklasin Narsiklasin + (200)
Narcissus L. cv. Cheerfulness Galantamin Galantamin + (200, 246)
Narsiklasin Narsiklasin
Narcissus L. cv. Clamor Narsiklasin Narsiklasin + (200, 247)
Narcissus L. cv Folly Likorin Likorin + (253)
Tazettin Tazettin
Narcissus L. cv. Ice Follies Norlikoramin Galantamin + (134, 246)
Galantamin
Likoramin
Hipeastrin Homolikorin
Hemantamin Hemantamin
Karanin Likorin
Likorin
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
Narcissus L. cv. Inglescombe Galantamin Galantamin + (115, 217)
Likoramin
Norlikoramin
Hemantamin Hemantamin
Hipeastrin Homolikorin
Homolikorin
Likorenin
Likorin Likorin
Pluviin
Narcissus L. cv. Insulinde Galantamin Galantamin + (217)
Hemantamin Hemantamin
Likorin Likorin
Pluviin
Narcissus L. cv. Irene Copeland Likorin Likorin + (217)
Narvedin Galantamin
Narcissus L. cv. Kristalli Galantamin Galantamin + (253)
Narvedin
Likorin Likorin
Tazettin Tazettin
Narcissus L. cv. Livia Hemantamin Hemantamin + (217)
Galantin Likorin
Karanin
Likorin
Pluviin
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
Narcissus L. cv. Salome Krinamin Hemantamin + (267)
2-a-hidroksi-6-O-metilodulin Homolikorin
Norgalantamin, hippeastrin
Vaskonin Likorin
Tortuosin
Psodolikorin
Narcissus L. cv. Texas Galantamin Galantamin + (200, 217, 247, 268-270)
Narvedin
Hemantamin Hemantamin
Narsiklasin Narsiklasin
Likorin Likorin
Pluviin
Norpluviin
Narcissus L. cv. Totus Albus Prior = N. Narsiklasin Narsiklasin + (200, 247)
papyraceus Ker. Gawl.
Narcissus L. cv. Twink Galantamin Galantamin + (217, 241)
Hemantamin Hemantamin
Galantin Likorin
Likorin
Pluviin
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Tiir Alkaloit Iskelet Tipi Izolasyon Literatiir
Narcissus L. cv. Van Sion Galantamin Galantamin + (217, 241)
Norgalantamin
Norlikoramin
Hemantamin Hemantamin
Homolikorin Homolikorin
Likorenin
Narcissus L. cv. Van Sion Likorin Likorin + (217, 241)
(Devami) Galantin
Pluviin
Tazettin Tazettin
Narcissus L. cv. Verger Narsiklasin Narsiklasin + (200, 247)
Narcissus sp. Galantamin Galantamin + (229, 244, 247, 271)
Narsiklasin Narsiklasin
Narsiprimin
Poetaminin Likorin
N. tazetta subsp. tazetta Likorin Likorin + (24, 64)
Krinin
Galantamin Galantamin
Bufanisin Likorin
2-Demetoksimontanin Montanin
3-Epihidroksibulbispermin Hemantamin
Hemantamin
Tazettin Tazettin
9-O-demetilhomolikorin Homolikorin
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Tablo 3’iin Devamm. Amaryllidaceae Alkaloitlerinin Narcissus Tiirlerinde Bulunuglari

Narcissus “Sir Winston Ungiminorin Likorin (190)
Churchill”
Narcissus cv. Dutch Mater 6-hidroksigalantindol Galantindol (148)

6-hidroksigalantindolozit-A
6-hidroksigalantindolozit-B
6-hidroksigalantindolozit-C
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Tablo 4. Antikolinesteraz Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri

Bitki Adi Alkaloit Adi Ekstre (Cahlisilan Kisim) Yontem Literatiir
Ammocharis coranica Likorin Etanol (Sogan) Ellman (272)
(Ker-Gawl.) Butanol (Sogan)
Etil asetat (Sogan)
Amaryllis belladonna L. - Metanol (Sogan) Ellman (191)
Toluen (Sogan)

Boophane disticha (L.f.) 6-Hidroksikrinamin - Ellman (273)
Chlidanthus fragrans - Metanol (Sogan) Ellman (191)
Herbert Toluen (Sogan)
Crinum bulbispermum - Etil asetat (Sogan) Ellman (274)
(Burm.f.)
Crinum bulbispermum - Alkaloit (Sogan) Ellman (275, 276)
(Burm.f.)
Crinum bulbispermum Krinamin - Ellman (277, 278)
(Burm.f) 6-Hidroksikrinamin

8-a-Etoksiprekrivellin

N-Demetil-8-a-

etoksipretazettin

N-Demetil-8-4-

etoksipretazettin

3-O-asetilhamayin
Crinum jagus (Thomps.) - Alkaloit (Sogan) Ellman (275)




7

Tablo 4’iin Devami. Antikolinesteraz Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri

Bitki Adi Alkaloit Adi Ekstre (Calisilan Kisim) Yontem Literatiir
Crinum glaucum A. Chev. | Hamayin Metanol (Sogan) Modifiye Ellman (279)
Krinamin
Likorin
Crinum jagus (Thomps.) Hemantamin
Crinum macowanii Baker | Hamayin - Ellman 277)
Likorin
Crinum moorei Hook. Cerilin
Epibufanisin
Epivittatin
Krinin
Krinamidin
1-O-asetillikorin
Crinum powelli Baker - Alkol (Sogan) Fast Blue testi (280)
Crinum powelli Baker - Metanol (Sogan) Ellman (191)
Toluen (Sogan)
Crinum zeylanicum (L.) - Alkaloit (Sogan) Ellman (276)
Calostemma purpureum Galantin - Ellman (281)
R.Br. Likorin
Cyrtanthus contractus Narsiprimin - Ellman (282)

N.E.Br.
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Tablo 4’iin Devami. Antikolinesteraz Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri

Bitki Adi Alkaloit Adi Ekstre (Cahlisilan Kisim) Yontem Literatiir

Cyrtanthus falcatus Tazettin - Ellman (277)

R. A. Dyer

Eucharis amazonica - Metanol (Sogan) Ellman (191)

Linden Toluen (Sogan)

Euchoris grandiflora Sanguinin - Ellman (111)

Planch.

Galanthus elwesii Hook. Inkartin Alkaloit (Total) Ellman (283)

Galanthus elwesii Hook. - Alkaloit (Yaprak) Ellman (284)

Galanthus elwesii Hook. - Kloroform-Metanol (Sogan) Ellman (64)
Alkaloit (Sogan)

Galanthus gracilis Celak - Alkaloit (Toprak tistii, Toprak alt1) Ellman (285)

Galanthus ikariae L. - Kloroform-Metanol (Sogan) Ellman (64)
Alkaloit (Sogan)

Galanthus ikariae L. 2-Demetoksimontanin Alkaloit (Sogan) Ellman (64)

3-Epihidroksibulbispermin
Krinin

Likorin

Tazettin
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Tablo 4’iin Devami. Antikolinesteraz Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri

Bitki Adi Alkaloit Adi Ekstre (Calisilan Kisim) Yontem Literatiir
Galanthus nivalis L. - Alkaloit (Yaprak) Ellman (284)
Galanthus nivalis L. - Alkol (Sogan) Fast Blue B Testi (280)
Galanthus nivalis L. Galantamin - Ellman (286)
Galanthus reginae-olgae | - Metanol, n-Hekzan, Diklorometan, Ellman (287)
Orph. subsp. vernalis Etil asetat (Toprak iistii, Toprak alt1)
Kamari
Galanthus rizehensis Likorin N-Oksit Alkaloit (Toprak tistii, Toprak alt1) Ellman (288, 289)
Stern Inkartin N-Oksit

Inkartin
Galanthus xvalentinei - Alkaloit (Toprak istii, Toprak alt1) Ellman (290)
nothosubsp. subplicatus
Galanthus woronowii Galantin - Ellman (291)
Losinsk. Narvedin

O-metillokotamin
Sternbergin

Sanguinin
1-O-asetil-9-0O-
metilpsddolikorin
2-0-(3-0O-
hidroksibutenoil)likorin
Likorin

Salsolin
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Tablo4’iin Devami. Antikolinesteraz Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri

Bitki Adi Alkaloit Adi Ekstre (Calisilan Kisim) Yontem Literatiir
Galanthus fosteri Baker# | 11-O-asetil-9-O-demetilmaritidin | - Ellman (292)
3,11-O-diasetil-9-O-
demetilmaritidin
Inkartin
Galantamin
Galantin
9-O-metilpsodolikorin
N,O-dimetilnorbelladin
Hordenin
Vittatin
Galanthus cilicicus - Alkaloit (Toprak tistii, Toprak alt1) Ellman (293)
Baker#
Habranthus robustus - Metanol (Sogan) Ellman (191)
Herb.
Habranthus jamesonii - Kloroform (Total) Ellman (294)
(Baker)
Hippeastrum sp. Pretazettin - Modifiye Ellman (295)
Montanin
Hipeastrin
Hippeastrum barbatum - Alkaloit (Sogan) Ellman (275)
Herb.
Hippeastrum papilio 11-p-hidroksigalantamin - Ellman (296, 297)
(Ravenna) Van Scheepen
Hippeastrum puniceum - Alkaloit (Sogan) Ellman (275, 276)

(Lam.)
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Tablo 4’iin Devami. Antikolinesteraz Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri

Bitki Adi Alkaloit Adi Ekstre (Calisilan Kisim) Yontem Literatiir
Hippeastrum reticulatum | 6-a-hidroksimaritidin - Ellman (298)
Herb.# 6-p-hidroksimaritidin

Retikulinin

Izoretikulinin
Hymenocallis festalis - Metanol (Sogan) Ellman (191)
Worsley Toluen (Sogan)
Hymenocallis “Sulphur - Metanol (Sogan) Ellman (191)
Queen
Hymenocallis caribaea - Alkaloit (Sogan) Ellman (276)
(L)
Hymenocallis littoralis Likorin Kloroform (Sogan) Ellman (299)
Salisb. 11-hidroksivittatin

Hippeastrin
Ismene festalis Worsley - Alkol (Sogan) Fast Blue B Testi (280)
Leucojum aestivum L. - Alkaloit (Yaprak, Sogan) Ellman (284)
Leucojum aestivum L. - Kloroform-Metanol (Sogan) Ellman (64)

Alkaloit (Sogan)
Leucojum aestivum L. Epinorgalantamin - Ellman (111)
Leucojum aestivum L. Galantamin - Ellman (300)
Dihidroksihabrantin
2-O-asetildemetillikorenin

Leucojum aestivum L. N-allilnorgalantamin Ellman (301)

N-(14-metilallil)norgalanthamin
Leucojum vernum L. - Alkol (Sogan) Fast Blue B Testi (302)
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Tablo 4’iin Devami. Antikolinesteraz Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri

Bitki Adi Alkaloit Adi Ekstre (Calisilan Kisim) Yontem Literatiir
Lycoris radiata Delay Hemantidin - Biyokimyasal Dedeksiyon (303)
Paralysis Memantin
1-O-asetillikorin
1,2-di-O-asetillikorin
Lycoris radiatae Galantamin - Ellman (286)
Narcissus abcissus (Haw.) | - Metanol (Sogan) Ellman (111)
Schult. & Schult.f.
Narcissus assoanus Assoanin Metanol (Sogan) Ellman (304) (1112)
gggﬁﬁ_rféx Schult. & Oksoassoanin (112)
Psodolikorin
Narcissus Hemantamin - Ellman (111)
asturiensis(Jordan) Hemantidin
Pugsley Tazettin
Narcissus baeticus Fern. - Metanol (Sogan) Ellman (111)
Casas
Narcissus bujei 8-O-Demetilhomolikorin Metanol (Sogan) Ellman (111)
(Fern.Casas) Fern.Casas O-Metillikorenin
Hemantamin
Narcissus cantabricus Krinamin Metanol (Sogan) Ellman (111)
Narcissus confusus Galantamin Metanol (Sogan) Ellman (111) (304)
Pugsley Hemantamin
Narcissus confusus - Alkol (Sogan) Ellman (304)

Pugsley



http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-282744
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-282744
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-282799
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-282799
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Tablo 4’iin Devami. Antikolinesteraz Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri

Bitki Adi Alkaloit Ad1 Ekstre (Calhisilan Kisim) Yontem Literatiir
Narcissus dubius Dubiusin Metanol (Sogan) Ellman (111)
Narcissus eugenia Fern. Likorenin Metanol (Sogan) Ellman (111)
Casas
Narcissus fernandesii - Metanol (Sogan) Ellman (111)
Narcissus jacetanus Ps6dolikorin Metanol (Sogan) Ellman (111)
Assoanin
Oksoassoanin
Narcissus legionensis - Metanol (Sogan) Ellman (111)
Narcissus leonensis Epinorgalantamin Metanol (Sogan) Ellman (111)
Pugsley Epinorlikoramin
Narcissus moschatus - Metanol (Sogan) Ellman (111)
Narcissus munozii- O-metillikorenin Metanol (Sogan) Ellman (111)
garmendiae
Narcissus obesus Galantamin Metanol (Sogan) Ellman (111)
Narcissus pallidiflorus Hemantamin Metanol (Sogan) Ellman (111)
Narcissus pallidulus Mesembrenon Metanol (Sogan) Ellman (111)
Narcissus panizzianus Pretazettin Metanol (Sogan) Ellman (111)

Papiramin




Tablo 4’iin Devami. Antikolinesteraz Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri

Bitki Adx Alkaloit Adi Ekstre (Calhisilan Kisim) Yontem Literatiir
Narcissus perez-chiscanoi | - Metanol (Sogan) Ellman (111)
Narcissus poeticus - Metanol (Sogan) Ellman (111)
Narcissus poeticus L. 11-hidroksigalantamin - Ellman (286)
Narcissus poeticus L. # - Absolii(Cigek) Ellman (305)
Narcissus poeticus cv. - Alkaloit (Sogan) - (306)
Pink Parasol#
Narcissus poeticus cv. Narvedin - Ellman (231)
Pink Parasol# Homolikorin

Masonin

Likoramin

Narsipavlin

Galantamin

Seko-izopovellamin

Odulin

Norlikoramin

Hemantamin

Inkartin

Hippeastrin
Narcissus Hemantamin Metanol (Sogan) Ellman (111)
primigenius(Fdez. Suarez
ex M. Lalnz) Fern.Casas
& Lainz

8
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Tablo 4’iin Devami. Antikolinesteraz Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri

Bitki Adi Alkaloit Ad1 Ekstre (Calhisilan Kisim) Yontem Literatiir
Narcissus Hippeastrin - Ellman (111)
pseudonarcissus subsp. Likoramin
pseudonarcissus cv.
Carlton
Narcissus Hippeastrin - Ellman (111)
pseudonarcissus L.
(King Alfred Daffofdil)
Narcissus Homolikorin Kloroform (Sogan) Ellman (299)
pseudonarcissus L. 7-O-metillikorenin

9-O-demetil-7-O-metillikorenin

Galantamin

Hippeastrin

Hemantamin

Likorin
Narcissus - Etanol (Sogan) ITK ve Fast Blue B Testi (280, 302)
pseudonarcissus L.#
Narcissus radinganorum | 8-O-demetilhomolikorin - Ellman (111)
Fdez. Casas
Narcissus requienii M. 2-O-asetilpsodolikorin Metanol (Sogan) Ellman (111)
Roem.
Narcissus susannae Fern. | - Metanol (Sogan) Ellman (111)

Casas
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Tablo 4’iin Devami. Antikolinesteraz Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri

Bitki Adx Alkaloit Adi Ekstre (Calhisilan Kisim) Yontem Literatiir
Narcissus tazetta L. Likorin - Ellman (111)
Psodolikorin
Galantamin
Hemantamin
Tazettin
Narcissus “Avalanche” - Metanol (Sogan) Eliman (191)
(tazetta) Toluen (Sogan) ITK
Narcissus Grand Soleil - Metanol (Sogan) Ellman (191)
d°Or (tazetta) Toluen (Sogan) iTK
Narcissus tazetta subsp. 3-Epihidroksibulbispermin Kloroform-Metanol (1:1) (Sogan) Ellman (64)
tazetta (L.) Hemantamin Alkaloit (Sogan)
N-Norgalantamin
Likorin
Tazettin
Narcissus tortifolius 9-O-demetil-2a- Metanol (Sogan) Ellman (111)
Hidroksihomolikorin
8-O-Demetilhomolikorin
Narcissus tortuosus Haw. | Likorin Metanol (Sogan) Ellman (111)
Narcissus triandrus - Metanol (Sogan) Ellman (111)
Narcissus vasconius - Metanol (Sogan) Ellman (111)
Narcissus cv. Breath of Likorin Kloroform (Sogan) Ellman (299)
Spring Pretzettin
Galantamin
Hemantidin
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Tablo 4’iin Devami. Antikolinesteraz Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri

Bitki Adi Alkaloit Adi Ekstre (Calisilan Kisim) Yontem Literatiir
Narcissus “Carlton” - Metanol (Sogan) Ellman, Akis-Biyokimyasal (307)
Dedeksiyon,
On-line HPLC-UV-
Biyokimyasal Dedeksiyon,
On-line HPLC-UV-MS-
Biyokimyasal Dedeksiyon
Narcissus jonquilla L. cv. | - Alkaloit ekstresi - (308)
Double Campernelle #
N. nanus cv. Elka # - Alkaloit ekstresi -
Narcissus “Sir Winston Ungiminorin Etanol (Sogan) Ellman (190, 306)
Churchill” (11cS)-homolikorin
Narcissus varyeteleri - Alkaloit (Yaprak) Ellman (117)
(cesitli kiiltivarlar) Alkaloit (Sogan)
Nerine bowdenii W. Wats | - Alkol (Sogan) Fast Blue B Testi (302)
Nerine bowdenii W. Wats | - Metanol (Sogan) Ellman (191)
Toluen (Sogan)
Nerine bowdenii W. Wats Ambellin Toluen (Sogan) Ellman (309)
Bufanisin
Filifolin
11-O-asetilambellin
Undulatin
Nerine bowdenii W. Wats | Belladin Alkaloit (sogan) Ellman (310)
Asetilkaranin
Undulatin
Karanin
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Tablo4’iin Devami. Antikolinesteraz Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri

Bitki Adi Alkaloit Adi Ekstre (Calisilan Kisim) Yontem Literatiir
Nerine bowdenii W. Wats | O-asetilambellin Alkaloit (sogan) Ellman (310)
(Devam) Bufanidrin
Bufanisin
Ambellin
Deasetilbovdesin
Sinonim bulbisin
Bufanamin
Tazettin
2-f3- epoksiambellin
6-a-hidroksiundulatin
1-O-asetilbulbisine
Hemantamin
1-O-asetillikorin
Krinamidin
Hamayin
Krinin
Povellin
Pancratium canariense - Metanol (Sogan, Yaprak, Meyva) Ellman (311)
Ker Gawler Alkaloit (Total)
Pancratium illyricum L. 1-a-hidroksi-O-metillokotamin Alkaloit Ellman (312)
(Sogan ve yaprak)
Pancratium maritimum L. | - Alkaloit (Sogan) Ellman (64, 284)
Kloroform-Metanol (Sogan)
Alkaloit (Sogan)
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Tablo 4’iin Devami. Antikolinesteraz Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri

Bitki Adi Alkaloit Adi Ekstre (Calisilan Kisim) Yontem Literatiir
Phycella herbertiana - Kloroform (Total) Ellman (294)
Lindl.

Rhodophila bifida (Herb.) | - Metanol (Sogan) Ellman (191)
Traub Toluen (Sogan)

Rhodophiala mendocina - Kloroform (Total) Ellman (294)
(Phil.)

Scadoxus puniceus (L.) - Etil asetat (Sogan) Ellman (274)
Friis & I. Nordal.

Sprekelia formosissima L. | - Metanol (Sogan) Ellman (191)
Sternbergia colchiciflora | - Alkaloit (Total) Ellman (284)
W. Et K.

Sternbergia candida - Etil asetat (Sogan) Ellman (313)

Mathew Et T. Baytop

Sternbergia clusiana (Ker
Gawl.) Ker Gawl. ex
Spreng

Sternbergia fisheriana
(Herbert) Rupr.

Metanol (Sogan)
Su (Sogan)
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Tablo 4’iin Devami. Antikolinesteraz Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri

Bitki Adi Alkaloit Adi Ekstre (Calisilan Kisim) Yontem Literatiir
Sternbergia lutea subsp. - Etil asetat (Sogan) Ellman (313)
lutea Metanol (Sogan)
Su (Sogan)

Sternbergia lutea subsp.
sicula
Zephyranthes candida - Metanol (Sogan) Ellman (191)
(Lindl.)Herb. Toluen (Sogan)

9-O-demetil-11-4- - Ellman (314)

hidroksilikoramin

N-Metil-11,12-seko-5,6-

dihidroplikan

N-izopentil-5,6-dihidroplikan-N-

oksit

Blikuin-N-oksit

N-Metil-11,12-seko-5,6-

dihidroplikan

Galantamin

Sanguinin

Likoramin

O-demetillikoramin

Zefkandidin A - Ellman (315, 316)

Zefkandidin |
Zefkandidin 11
Zefkandidin I
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Tablo 4’iin Devami. Antikolinesteraz Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri

Bitki Adi Alkaloit Adi Ekstre (Calisilan Kisim) Yontem Literatiir
Zephyranthes robusta Galantamin - Ellman (317)
Baker# 3-Epimakronin

Hipeastidin

Likoramin

Galantin

Vittatin

Hamayin

8-O-Demetilmaritidin
Zephyranthes robusta 8-O-Demetilmaritidin - Ellman (318)
Baker Undulatin
Zephyranthes robusta Galantin - (POP) (319)

9-O-demetilgalantin
Zephyranthes filifolia - Kloroform (Total) Ellman (304)
(Herb.)
Zephyranthes grandiflora | - Alkaloit (Sogan) Ellman (320)
Lindl.
Zephyranthes concolor Klidantin - Ellman (321)
(Lindl.) Galantamin N-Oksit

Galvesin

Zephyranthes concolor - Alkaloit (Total) Ellman (284)
(Lindl.)
Zephyranthes carinata - Alkaloit (Sogan) Ellman (275, 276)

Herbert
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Tablo 4’iin Devami. Antikolinesteraz Aktiviteye Sahip Amaryllidaceae Tiirleri ve Alkaloitleri

Bitki Ad1

Alkaloit Ad1

Ekstre (Calisilan Kisim)

Yontem

Literatiir

Zephyranthes carinata

Zefikarinatin |
Galantin
Psodolikorin
Galantamin
Likoramin
3-epi-likoramin

Etanol (Sogan)

(322)

# Antiasetilkolinesteraz ve antibutirilkolinesteraz aktivitenin birlikte arastirildigi ¢alismalar

(Digerleri aksi belirtilmedigi taktirde antiasetilkolinesteraz aktivite ¢aligmasidir.)




4. Molekiiler Doking Calismalari
Yeni ilag etken maddelerinin tasariminda kimyasal bilesiklerin molekiiler

yapilart ile biyolojik etkileri arasindaki iligkilerin tanimlanmasina yonelik
calismalarin son donemde artis gosterdigi goriilmektedir(323). Bu kapsamda
molekiiler modelleme c¢alismalar1 olduk¢a 6nemli yer tutmaktadir. Her ne kadar X
1isinlart difraksiyonu ile kristal yap1 tayini ve NMR yontemleri olduk¢a hizli ilerleme
kaydetse de; bu tekniklere paralel olarak gelisme gosteren "molekiiler modelleme"
yontemi, molekiillerin ti¢ boyutlu yapilarinin tespiti ve baglanma bdolgeleri ile
etkilesiminde olduk¢a dnemli yer tutmaktadir (324).

Doking teknigi, kiiglik bir molekiil ile bir protein arasindaki etkilesimi
atomik seviyede inceleyen bir molekiiler modelleme yontemidir. Hedef proteinlerin
baglanma bolgesinde kiiciik molekiillerin davraniglarini karakterize etmemizi
saglayan molekiiler doking teknigi, 1980'lerin basindan beri yaygin olarak kullanilan
ilag kesfi i¢in giderek daha 6nemli bir arag haline gelmistir (325).

Galantamin bilesiginin Torpedo californica asetilkolinesterazi igerisindeki X-
ray kristal yapisi 1999 yilinda ¢oéziimlenmistir (326). Amaryllidaceae alkaloitleri
tizerinde yapilan doking calismalar1 son yillarda artis géstermistir (276, 327-329).
Eucharis Planch, Caliphruria Herb. Hippeastrum Herb, Hymenocallis Salisb.
Zephyranthes Herb. ve Crinum L genuslarindan elde edilmis alkaloitler {izerinde
kolinesteraz inhibisyonu etkisi ile iliskili molekiiler doklama g¢aligsmalar1t mevcuttur
(276, 328).

Doking isleminde, etkili olabilecek bilesigin, reseptordeki ceplere
uygunlugunun degerlendirilmesi esastir. Bu yontem ligandin protein igerisindeki
konumu ve yonelimi ile birlikte konformasyonunun tahmini, ve ligandin baglanma
afinitesinin  degerlendirilmesini  saglar. Esas amag, hesaplama yontemleri

kullanilarak, tahmini bir ligand-reseptor kompleks yapisinin tasarlanmasidir (330).
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II. BOLUM

GEREC VE YONTEMLER
1. Bitkisel Materyal

Narcissus tazetta subsp. tazetta L. bitkisinin ¢igekli halinin &rnekleri,
Akgapimar/Mugla civarindan 05.03.2015 tarihinde toplanmistir. Bitkiye ait 6rneklerin
tayini Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali 6gretim
iiyesi Prof. Dr. Mustafa Ali ONUR tarafindan yapilmustir. Bitkinin dogadaki

goriintiisii Resim 1(a) ve 1(b)’de yer almaktadir.

Resim 1(a). Narcissus tazetta subsp. tazetta L. Bitkisinin Dogadaki Goériiniisii 1(b).
Narcissus tazetta subsp. tazetta L. Bitkisinin Yakindan Goriiniisi

Bitkiye ait herbaryum &rnegi 1596 numara ile Ege Universitesi, Eczacilik
Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali Herbaryumunda kayitli bulunmaktadir.

Herbaryum 6rnegine ait gorsel, Resim 2°de verilmistir.
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Resim 2. Narcissus tazetta subsp. tazetta L. Bitkisine Ait Herbaryum Ornegi

Narcissi Bulbus droguna ait ornekleri hazirlamak igin taze bitkinin toprak
istii kisimlarindan ayrilan toprak alti kisimlari, gézle goriilebilen organik veya
inorganik tiim safsizliklardan ayiklanarak temizlendikten sonra, orta irilikte
dogranarak, a¢ik havada, golgede ve oda sicakliginda kurutulmustur.

Narcissi Herba droguna ait Ornekleri hazirlamak igin taze bitkinin toprak alti
kisimlarindan dikkatle ayrilan toprak {istii kistmlari ayiklanarak temizlendikten
sonra, Narcissi Bulbus droguna benzer sekilde kurutulmustur.

Narcissi Herba droguna NTU; Narcissi Bulbus droguna NTA kodu

verilmigtir.
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2. Kalite Kontrol ve Miktar Tayini Arastirmalari

2.1. Gereg

Kalite kontrol ve miktar tayini ¢alismalarinda kullanilacak bitkisel materyal
bir dnceki boliimde agiklandigi sekilde hazirlandiktan sonra tiim ornekler elek ¢ap1 1
mm olan Retsch GmbH SK 1 marka elektrikli degirmende ince toz haline
getirilmistir.

Sabit vezne getirmek amaciyla ve kurutmada kayip miktar tayinlerinde
sicakligi ayarlanabilen Heraeus marka dijital gostergeli termometreli etiiv
kullanilmistir. Kiil miktar tayinleri i¢in Heraeus marka yakma firinindan
yararlanilmistir.

Kurutmada kayip ve kiil miktar tayinlerinin yanisira fraksiyon ve saf
maddelerin muhafaza edilmesinde de nem g¢ekici madde olarak susuz kalsiyum
kloriir (CaCl,) igeren normal tip cam desikatorlerden faydalanilmistir.

Yiksek performansli sivi  kromatografisi (HPLC) ile miktar tayini
calismalarinda galantamin ve likorin referans bilesiklerinin sirastyla hidrobromiir ve
hidrokloriir tuzlart (Sigma Aldrich) kullanilmistir. Deneylerde kullanilan tim

¢Oziictler analitik safliktadir.

Yiiksek performanslh sivi kromatografisi ile miktar tayini ¢alismasinda elde
edilen bulgular Thermo-Xcalibur marka yazilim programi kullanilarak

degerlendirilmistir.
2.2. Yontem

2.2.1. Kurutmada Kayip Miktar Tayini

Onceden sabit vezne getirilmis cam tartim kabi icerisine tam tartilmis 1 g
civarinda drog konur. 100-105°C’lik etiivde 1 saat tutulur. Sonrasinda desikatorde
belirli bir siire sogumasi saglanan 6rnek tartilir. Etiivde bekletme sogutma ve tartim
islemlerine son iki tartim arasinda 0.5 mg’dan fazla fark olmayana kadar devam

edilir, kurutmada kayip miktar1 ylizde olarak hesaplanir (331, 332).

2.2.2. Biitiin Kiil Miktar Tayini

600 + 25 °C’lik Heraeus marka yakma firininda onceden 1 saat yakilip

sogutularak sabit agirliga getirilen porselen kroze igerisine 1 g civarinda drog tam
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olarak tartilarak konur. Oncelikle 100-105 °C’lik etiivde 1 saat siireyle kurutulur.
Daha sonra 600 + 25 °C’lik yakma firininda 1 saat yakilir. Desikatorde sogumast igin
bekletilen 6rnek tartilir. Bu islemlere kiilii iceren krozenin agirliginda son iki tartim
arasindaki fark 0.5 mg’dan fazla olmayacak sekilde sabit vezne gelinceye kadar

devam edilerek, drogun igerdigi yiizde biitiin kiil miktar1 hesaplanir (331, 332).

2.2.3. Siilfat Kiilii Miktar Tayini

600 £ 25 °C’lik Heraeus marka yakma firininda onceden 1 saat yakilip
sogutularak sabit vezne getirilen porselen kroze i¢ine 1 g civarinda tam tartilmis drog
konur. Uzerine 2 ml % 10’luk siilfiirik asit ¢ozeltisi damla damla ilave edilir. Once
su banyosunda kuruluga kadar bekletildikten sonra ardindan tablali 1siticida duman
c¢ikist bitene kadar yakilir. Daha sonra 600£25 °C’lik yakma firininda 1 saat stireyle
yakilir. Firindan cikartilarak desikatdrde sogumast icin bekletilir. Uzerine % 10’luk
stilfiirik asit eklenir, benzer sekilde 1sitilip, yakilir. Sogumasinin ardindan % 15.8’lik
amonyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilir ve ayni islem tekrarlanir. Yakma, sogutma
ve tartma islemlerine siilfat kiilii iceren kroze sabit vezne gelinceye kadar devam

edilir. Drogun yiizde siilfat kiilii miktar1 hesaplanir (331, 332).

2.2.4. Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini

600 + 25 °C’lik Heraeus marka yakma firminda 6nceden 1 saat yakilip
sogutularak sabit agirliga getirilen porselen kroze igerisine 1 g civarinda drog tam
olarak tartilarak konur. Oncelikle 100-105 °C’lik etiivde 1 saat siireyle kurutulur.
Daha sonra 600+25°C’lik firminda 1 saat stireyle yakilir. Firindan cikartilarak
desikatorde bir miktar sogumasi i¢in bekletildikten sonra tartilir. Bu islemlere son iki
tartim arasindaki fark 0.5 mg’dan fazla olmayacak sekilde sabit vezne gelinceye
kadar devam edilir. Daha sonra krozede kalan bakiye iizerine, distile su ve HCI
konulur. Krozenin agzi saat camiyla kapatilir ve tablali 1sitic1 iizerinde 1sitilip,
kaynamasi saglanir. Soguduktan sonra kiil birakmayan siizge¢ kagidi (5891 Black
ribbon) kullanilarak siiziiliir. Siiziintii n6tr oluncaya kadar sicak distile suyla siizge¢
kagidi yikanir. Uzerinde kalan bakiyeyle birlikte siizge¢ kagidi tekrar krozenin
igerisine konur ve son iki tartim arasindaki fark 0.5 mg’dan fazla olmayacak sekilde
sabit vezne gelinceye kadar yakma islemine devam edilir. Bdylece drogun

hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil miktar1 yiizde olarak hesaplanir (331, 332).
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2.2.5 Total Alkaloit Miktar Tayini

2.2.5.1. Total Alkaloit Ekstresinin Hazirlanis1

100-105 °C’lik etiivde sabit vezne getirilmis toz drog ornekleri tam olarak
tartilir. 24 saat % 96’lik etanolle bir perkolatdrde masere edilir. Daha sonra % 96’lik
etanolle Mayer ve Dragendorff reaktifleriyle reaksiyon vermeyinceye kadar ekstre
edilir. Etanollii ekstre algak basing altinda kuruluga kadar distillendikten sonra, %
1I’lik sulu HCI igerisinde ¢ozilindiiriiliip, siiziiliir. Bu isleme asitli sliziintii Mayer ve
Dragendorff reaktifleriyle reaksiyon vermeyinceye kadar devam edilir. Birlestirilen
asitli cozeltiler kii¢iik porsiyonlar halinde, petrol eteriyle 6n ekstraksiyona tabi
tutulur. Bu islemden sonra asitli ¢ozeltiler, derisik amonyum hidroksit ¢ozeltisiyle
pH=9-10 olacak sekilde baziklestirilir ve ardindan kloroformla ekstre edilir. Mayer
ve Dragendorff reaktifleriyle(331) reaksiyon vermeyinceye kadar ekstraksiyona
devam edilir. Kontrol i¢in sonuncu ekstraksiyondan sonra kloroformlu fazdan bir
miktar almip, susuz sodyum siilfatla suyundan kurtarilir, siiziiliir. Kloroform
distillenip, % 1’lik hidroklorik asit i¢inde ¢oziindiiriilen bakiyede, Mayer ve
Dragendorff belirtegleriyle alkaloit varlig1 kontrol edilir. Alkaloit varsa ekstraksiyon
islemine devam edilir, yoksa ekstraksiyon sonlandirilir. Ekstraksiyon sonucunda
kloroformlu kisimlar birlestirilerek susuz sodyum siilfatla suyundan kurtarilir. Algak
basing altinda kuruluga kadar distillenir. Boylece total alkaloit ekstresi elde edilmis

olur (331, 333).

2.2.5.2. Total Alkaloit Miktar Tayini Uygulamasi

Cigekli donemde toplanan bitkinin toprak alt1 ve toprak iistii kisimlarindan
hazirlanan total alkaloit ekstreleri iizerine belirli miktarda ayarli HoSO, ¢ozeltisi
ilave edilir. Sicak su banyosunda ara sira calkalanarak ¢dziindiiriiliir. Uzerine birkag
damla metil kirmizist karisim reaktif ¢ozeltisinden(331) ilave edilir. Asidin fazlasi,
ayarli sodyum hidroksit ¢ozeltisiyle titre edilir. Renk kirmizi-menekse renginden
yesile dondiigli an isleme son verilir. Daha sonra gerekli hesap yapilarak, total

alkaloit miktar1 tayin edilir (331).

2.2.5.3. Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

0.02 N Siilfiirik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Ayarlanmasi
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1000 mL balonjojeye kaynatilip sogutulmus bir miktar distile su konur.
Uzerine biiret yardimiyla 2.8 mL % 95-98’lik derisik siilfiirik asit ilave edilir,
kaynatilip sogutulmus distile su ile 1000 mL’e tamamlanir. Boylece 0,1 N siilfiirik
asit ¢ozeltisi hazirlanir. Hazirlanan 0.1 N silfiirik asit c¢ozeltisinden seyreltme
yapilarak 0.02 N siilfiirik asit ¢ozeltisi hazirlanir.

(Cozeltinin ayarlanmasi i¢in 100-105 °C’lik etiivde kuruluga kadar 1sitilip sabit
vezne getirilen susuz sodyum karbonattan (Merck) 30 mg tam tartim alinir ve 30 mL
kaynatilmis sogutulmus distile suda ¢oziiliir. Uzerine 0.1 mL metil oranj reaktif
cozeltisi (331) ilave edilip 0.02 N siilfiirik asitle titre edilir. Ekivalans noktasina
ulasan ¢ozelti dikkatle 1sitilarak karbondioksit ortamdan uzaklastirilir. Sonra kirmizi-

sar1 renk tekrar ortaya ¢ikana kadar titrasyona devam edilir.

ImL 0.02 N silfiirik asit ¢ozeltisinin 1,0598 mg susuz sodyum karbonata
esdeger oldugu kabul edilerek faktor hesaplanir (334).

Faktor=Teorik sarfiyat/Pratik sarfiyat

0.02 N Sodyum Hidroksit Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Ayarlanmasi

4.2 g civarinda sodyum hidroksit (Riedel-de Haen) tam olarak tartilip, birkag
mL kaynatilmis sogutulmus distile su ile 1000 mL’lik balon joje i¢inde hizlica
yikanarak karbonatindan kurtarildiktan sonra kaynatilmis sogutulmus distile su ile
1000 mL’ye tamamlanir. Boylece 0.1 N sodyum hidroksit ¢ézeltisi hazirlanmis olur.
Hazirlanan 0.1 N sodyum hidroksit ¢ézeltisinden biiret ile 6lciilerek 200 mL alinip,
1000 mL’lik balon jojede kaynatilmis sogutulmus distile su ile 1000 ml’ye
tamamlanir. Bu islem ile 0.1 N sodyum hidroksit ¢ozeltisinden seyreltilerek 0.02 N
sodyum hidroksit ¢ozeltisi hazirlanir.

0.02 N sodyum hidroksit ¢ozeltisini ayarlamak i¢in, daha 6nce hazirlanan
ayarli 0.02 N siilfiirik asit ¢ozeltisinden biiret ile 25 mL o6l¢iilerek bir erlenmayere
almir. Uzerine birkag damla metil kirmizist karisim reaktif ¢ozeltisi (331)
damlatilinca meydana gelen kirmizi-menekse renk, yesile doniinceye kadar 0.02 N
sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile titre edilir. Sarfedilen 0.02 N sodyum hidroksit miktar1

mL cinsinden asagidaki formiilde yerine konarak faktor hesaplanir (334).

25xFaktorsiilfirik asit = Faktorsodyum hidroksit x t
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2.2.6. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Likorin ve
Galantamin Alkaloitlerinin Teshis ve Miktar Tayini ve Yontemin Validasyonu

2.2.6.1. Alkaloit Ekstresinin Hazirlanisi

Drog &rneklerinden 200 mg tartilir. Uzerine 5 ml % 2’lik hidroklorik asit
cozeltisi eklenerck 5 saat siireyle 40 °C’de ultrasonik banyoda ekstre edilir. Bu
islemin ardindan 1 mL % 26°lik NH4OH ¢o6zeltisiyle baziklendirilir ve 4 mL distile
su eklenir. 5000 rpm’de 10 dk boyunca santrifiij edilir. Ustte kalan siv1 baska bir tiibe
aktarilarak distile suyla 10 mL’ye tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 3 mL alinarak Extrelut-
N (Merck) kolonuna yiiklenerek 10 dk bekletilir. Bunu takiben kloroformla eliisyon
yapilir. Ele gecen kloroformlu bakiye algak basing altinda kuruluga kadar ucurulur.

Boylece alkaloit ekstresi elde edilmis olur.

2.2.6.2. Standart Alkaloide Ait Ol¢ii Egrisinin Hazirlanmasi

% 0.1°’lik TFA’l1 (Trifloroasetik asit) (Merck) su kullanilarak hazirlanan
standart alkaloit ¢ozeltisinden seyreltmek suretiyle farkli konsantrasyonlarda
hazirlanilan ¢ozeltiler HPLC cihazina verilir. Uygulanan miktara kars1 okunan alan

degerini gosteren bir 6l¢ii egrisi hazirlanir ve denklem hesaplanir.

2.2.6.3. Alkaloit Miktarinin Tayin Edilmesi

Standart alkaloitlere ait 6l¢ii egrisi hazirlamada kullanilan deney sartlarina
gore yapilan uygulamalar sonucunda, okunan alan degerlerine karsilik gelen
miktarlar, 6l¢li egrisinden faydalanarak hesaplanir. Bu miktar tayini sonuglari, kuru

drog tizerinden yiizde miktar olarak hesaplanir (335).

2.3. Deneyler

2.3.1. Kurutmada Kayip Miktar Tayini

Onceden sabit vezne getirilmis cam tartim kab1 igerisine 1 g civarinda drog
tam olarak tartildi. 100-105 °C’lik etiivde 1 saat tutuldu. Etiivden ¢ikartilarak
desikatorde 30 dk sogumasi icin bekletildikten sonra tartildi. Bu islemlere son iki
tartim arasindaki fark 0.5 mg’dan fazla olmayacak sekilde sabit vezne gelinceye

kadar devam edilerek, drogun yilizde nem miktar1 hesaplandi.
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2.3.2. Biitiin Kiil Miktar Tayini

600 + 25 °C’lik Heraeus marka yakma firininda onceden 1 saat yakilip,
sogutularak sabit agirliga getirilen porselen kroze icerisine 1 g civarinda drog tam
olarak tartilarak kondu. Once 100-105 °C’lik etiivde 1 saat kurutuldu. Daha sonra
600+£25 "C’lik yakma firiminda 1 saat yakildi. Desikatorde 30 dk sofumasi igin
bekletildikten sonra tartildi. Yakma, sogutma ve tartma islemlerine son iki tartim
arasindaki fark 0.5 mg’dan fazla olmayacak sekilde sabit vezne gelinceye kadar

devam edilerek, drogun yiizde biitiin kiil miktar1 hesaplandi.

2.3.3. Siilfat Kiilii Miktar Tayini

600 + 25 °C’lik Heraeus marka yakma firininda onceden 1 saat yakilip
sogutularak sabit agirliga getirilen porselen kroze icerisine 1 g civarinda drog tam
olarak tartilarak kondu. Drogun iizerine 2 ml % 10’luk siilfiirik asit ¢ozeltisi damla
damla ilave edildi. Su banyosu iizerinde kuruluga kadar bekletildikten sonra tablali
1isiticidda duman ¢ikist bitene kadar yakildi. Bir sonraki asamada 600 + 25 °C’lik
yakma firininda 1 saat yakilmasinin ardindan desikatérde 30 dk sogutuldu. Drog
iceren krozeye birka¢ damla %10’luk H,SO, c¢ozeltisinden tekrar ilave edildi,
yukarida anlatilana benzer sekilde 1sitilip, yakildi. Desikatorde 30 dk sogutulmasinin
ardindan, birkag damla % 15.8’lik amonyum karbonat ¢ozeltisi ilave edildi. Drog
iceren kroze sabit vezne gelinceye kadar 1’er saat siireyle yakma firininda yakildi ve
desikatorde 30 dk sogutulmasini takiben tartildi. Hesaplamalar sonucunda drogun

icerdigi ylizde siilfat kiilii miktart bulundu.

2.3.4. Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini

600 + 25°C’lik Heracus marka yakma firminda onceden 1 saat yakilip
sogutularak sabit agirliga getirilen porselen kroze igerisine 1 g civarinda drog tam
olarak tartilarak kondu. 100-105°C’lik etiivde 1 saat siireyle tutuldu. Daha sonra
600+25°C’lik yakma firminda 1 saat siireyle yakildi. Desikatorde 30 dk sogumasi
icin bekletildikten sonra tartildi. Bu islemlere son iki tartim arasindaki fark 0.5
mg’dan fazla olmayacak sekilde sabit vezne gelinceye kadar devam edildi. Daha
sonra drog igeren krozenin i¢ine 15 mL distile su ve 10 mL HCI konuldu. Krozenin
agz1 saat camiyla kapatildi ve 10 dk plak 1sitict lizerinde 1sitildi. Soguduktan sonra
kiil birakmayan siizge¢ kagidindan (5891 Black ribbon) siiziilerek siiziintii notr

oluncaya kadar sicak distile suyla siizge¢ kagidi yikandi. Uzerinde kalan bakiyesiyle
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birlikte siizge¢ kagidi tekrar krozenin igerisine yerlestirildi. Son iki tartim arasindaki
fark 0.5 mg’dan fazla olmayacak sekilde sabit vezne gelinceye kadar yakma islemine
devam edildi. Boylece drogun % olarak hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil miktari

hesaplanda.

2.3.5. Total Alkaloit Miktar Tayini

2.3.5.1. Total Alkaloit Ekstresinin Hazirlanisi

100-105 °C’lik etiivde sabit vezne getirilmis toz drog Orneginden 3 g
civarinda tam tartim alindi. 24 saat % 96’11k 100 mL etanolle bir perkolatorde masere
edildi. Daha sonra perkolasyon yontemiyle % 96’lik etanol kullanilarak tiiketme
stvist Mayer ve Dragendorff reaktifleriyle (331) reaksiyon vermeyinceye kadar
toplamda 300 mL alkolle tiiketme islemi gerceklestirildi. Etanol algak basing altinda
distillendikten sonra bakiye 50 ml’lik porsiyonlar halinde %21’lik hidroklorik asit
¢ozeltisi igerisinde ¢oziindiriiliip siiziildii. Coziinmeyen kisimlar %1°lik hidroklorik
asit ¢ozeltisinin kiiclik porsiyonlariyla yikandi. Bu isleme asitli siiziintii Mayer ve
Dragendorff reaktifleriyle reaksiyon vermeyinceye kadar devam edildi ve toplam 250
mL %Z1’lik hidroklorik asit ¢ozeltisi kullanildi. Birlestirilen asitli ¢ozeltiler, 100
mL’lik porsiyonlar halinde {i¢ kez petrol eteriyle, toplamda 300 ml c¢doziici
kullanilarak ekstraksiyona tabi tutuldu. Petrol eterli kisimlar ayrildi. Bu islemden
sonra asitli ¢ozeltiler birlestirilerek % 26°lik amonyum hidroksit ¢ozeltisiyle pH 9-10
olacak sekilde baziklestirildi ve ardindan kloroformla (6x100 mL) ekstraksiyon
yapildi. Sonuncu ekstraksiyonda kloroformlu kistimdan bir miktar alinip susuz
sodyum siilfatla suyundan kurtarildi. Siiziildiikten sonra kloroform distillenerek
uzaklastirildi. Bakiye % 1°lik HCI igerisinde ¢oziindiiriilerek Mayer ve Dragendorff
belirtecleriyle alkaloit varligi kontrol edildi. Ekstraksiyonun bittigine karar
verildikten sonra kloroformlu kisimlar birlestirilerek bir miktar susuz sodyum
stilfatla suyundan kurtarilip, distillendi. Boylece total alkaloit ekstresi elde edilmis

oldu.

2.3.5.2. Total Alkaloit Miktar Tayini Uygulamasi

Hazirlanan total alkaloit ekstresi tizerine, 20 mL 0.02 N ayarl siilfiirik asit
¢ozeltisi eklendi. 50-60 °C’lik sicak su banyosunda ara sira calkalayarak ekstrenin

tamamen ¢oziinmesi saglandi. Uzerine metil kirmizis1 karisim reaktif ¢ozeltisi(331)
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ilave edildi. Asidin fazlas1 0.02 N ayarli sodyum hidroksit ¢ozeltisiyle kirmizi-

menekse renkten yesil renge donene kadar titre edildi.

2.3.5.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi ve Ayarlanmasi

2.3.5.3.1 0.1 N Siilfiirik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi
1000 mL’lik balon jojeye bir miktar kaynatilip sogutulmus distile su
konulduktan sonra iizerine biiret yardimiyla 2.8 mL % 98’lik siilfiirik asit (Merck)

eklenerek, 1000 mL’ye kaynatilmis sogutulmus distile suyla tamamlandi.

2.3.5.3.2. 0.02 N Siilfiirik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi

Hazirlanmis olan 0.1 N siilfiirik asit ¢zeltisinin biiretle dl¢iilerek alinan 200
ml’si 1000 mL’lik bir balon jojeye aktarildiktan sonra kaynatilmis sogutulmus distile
suyla 1000 mL’ye tamamlandi.

2.3.5.3.3. 0.02 N Siilfiirik Asit Cozeltisinin Ayarlanmasi

100-105 °C’lik etiivde kuruluga kadar isitilip, sabit vezne getirilmis susuz
sodyum karbonattan (Merck) 30 mg civarinda tam tartim alindi. 30 mL kaynatilip
sogutulmus distile su i¢inde ¢oziindiiriildii. Uzerine 0.1 mL metil oranj reaktif
cozeltisi (0.1 g metil oranj reaktifi 80 ml distile suda ¢oziindiiriiliir ve etanolle 100
mL’ye tamamlanir) (331) ilave edildi ve hazirlanan 0.02 N siilfiirik asit ¢ozeltisiyle
titre edildi. Kirmizi-sar1 renge donerek ekivalans noktasina ulasan ¢ozelti dikkatle
1sitilarak karbondioksidi uzaklastirildi. Sonra kirmizi-sar1 renk tekrar ortaya ¢ikana

kadar titrasyona devam edildi.

2.3.5.3.4. 0.1 N Sodyum Hidroksit Cozeltisinin Hazirlanmasi
4.2 g sodyum hidroksit (Merck) tartildi. 1000 mL’lik bir balon jojede, siiratle
birka¢ ml kaynatilip sogutulmus distile suyla yikanarak karbonatindan kurtarildiktan

sonra, 1000 mL’ye kaynatilip sogutulmus distile suyla tamamlandi.

2.2.3.5.3.50.02 N Sodyum Hidroksit Cozeltisinin Hazirlanmasi

Yukarida hazirlanis1 anlatilan 0.1 N sodyum hidroksit ¢ozeltisinden biiretle
200 mL olgiilerek alindi ve 1000 mL’lik bir balon jojede kaynatilip sogutulmus
distile suyla 1000 mL’ye tamamlandi.
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2.3.5.3.6. 0.02 N Sodyum Hidroksit Cozeltisinin Ayarlanmasi

Ayarli 0.02 N siilfiirik asit ¢ozeltisinin 25 mL’si, biiretten Olglilerek bir
erlenmayere alindi. Uzerine 3 damla metil kirmizisi reaktif ¢ozeltisi (0.1 g metil
kirmizist ve 50 mg metilen mavisi etanolde ¢oziindiiriiliip, yine etanolle 100 mL’ye
tamamlanir (331)) eklendi. Olusan kirmizi-menckse renk, yesile donene kadar 0.02 N

sodyum hidroksit ¢ozeltisiyle titrasyon yapildi.

2.3.6. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Likorin ve
Galantamin Alkaloitlerinin Teshis ve Miktar Tayini ve Yontemin Validasyonu

Narcissus tazetta subsp. tazetta L. bitkisinden hazirlanmis NTS ve NTY
kodlu 6rneklerdeki galantamin ve likorin miktarlarinin belirlenmesi amaciyla, her iki
standart icin de ayr1 ayr1 alikonma zamanlar tespit edilmis, farkli konsantrasyonlarda
standart ¢ozeltileri hazirlanip cihaza verilerek Ol¢ii egrisi ¢izilmis, ve UV
spektrumlar1  kaydedilmistir. Buradaki kantitatif yontem, beklenen alikonma
zamaninda Orne8imizde goriillen pik alanmmin standart ile kiyaslanmasina

dayanmaktadir.

Calisilan 6rneklerde galantamin ve likorin varligi dogrulanmis ve miktarlar
tespit edilmistir. Miktar tayini c¢alismalarinda PDA (Fotodiyot dizi) dedektor
kullanilmistir. Kullanilan bu miktar tayini yontemi likorin ve galantamin

alkaloitlerinin ayn1 anda teshisine ve miktar tayinlerine imkan saglamaktadir.

2.3.6.1. Alkaloit Ekstrelerinin Hazirlamisi

NTS ve NTY kodlu 6rneklerden elde edilmis toz droglardan ayri ayr1 200’er
mg tartildi. Drog tizerine 5 mL % 2’lik hidroklorik asit ¢ozeltisi eklenerek 5 saat
siireyle 40 'C’lik ultrasonik banyoda ekstre edildi. Bu islemin ardindan 1 mL derisik
amonyum hidroksit ve 4 mL distile su eklendi. 5000 rpm’de 10 dk boyunca santrifiije
tabi tutuldu. Toz droga ait partikiiller ¢oktiikten sonra iistte toplanan sivi kisim baska
bir tiibe aktarilarak distile suyla 10 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 3 mL alinarak
Extrelut-N (Merck) kolonuna yiiklendi. 10 dk bekletildikten sonra kloroformla 3x5
mL olacak sekilde eliisyon yapildi. Ele gecen kloroformlu bakiye algcak basing

altinda distillendi. Boylece alkaloit ekstresi elde edildi.
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2.3.6.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Analiz Kosullar

Tablo 5. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi Analiz Kosullari

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Analiz Kosullar

Cihaz Thermo Scientific Accela HPLC Systems
Kolon Hichrom 5 C18 (250mm x 4.6mm)
Kolon Partikiil 5 pm

Boyutu

Mobil Faz TFA-Su-Asetonitril (0.01: 90 : 10)

Akis Hizi 1000 pL/dk

Dedektor Thermo Scientific Accela PDA Dedektor
Dalga Boyu 290 nm

Kolon Sicakhigi 25°C

Elde Edilen Thermo Xcalibur Roadmap

Verilerin Analizi

2.3.6.3. Ornek Céozeltilerinin Hazirlamis

200 mg drogdan hareketle ekstraksiyonu yapilan NTS ve NTY kodlu
orneklere ait alkaloit ekstreleri, 1 mL % 0.1°lik TFA (Trifloroasetik asit)’li suda
¢ozildi, (Sem Concept Syringe 100x13 mm, 0.45 pum) filtreden siiziildii ve cihaza

verildi.
2.3.6.4. Standart Likorin Cozeltisinin Hazirlanmisi

1 mg likorin hidrokloriir (Sigma) bir balon jojede, 1 mL % 0.1°lik TFA’l1 su

ile ¢oziildii.
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2.3.6.5. Standart Likorine Ait Ol¢ii Egrisinin Hazirlanmas

Standart ¢ozeltiden 2.5 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL
konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlandi. Her birinden {iger kez 25’er pL. uygulama
yapilarak alan degerleri 6l¢iildii. Uygulanan miktara kars1 okunan alan degerleriyle
likorine ait bir 6l¢li egrisi ve regresyon analizi hazirlandi (Sekil 1). Standart likorine

ait kromatogram ve UV spektrumu ise sirasiyla Sekil 3 ve Spektrum 1°de verilmistir.
2.3.6.6. Likorinin HPLC ile Teshis ve Miktar Tayini

Hazirlanan ornek ¢ozeltilerinden ii¢ paralel uygulama olacak sekilde her
birinden tiger kez 25’er uL uygulama yapildi. Okunan alan degerlerine karsilik gelen
miktarlar standart likorine ait 6lgii egrisinden yararlanilarak hesaplandi. Likorin

miktar tayini sonuglart kuru drog tizerinden % miktar olarak tespit edildi .
2.3.6.7. Standart Galantamin Cozeltisinin Hazirlanisi

1 mg galantamin hidrobromiir (Sigma) bir balon jojede 1 mL % 0.1’lik
TFA’l1 suda ¢oziildii.

2.3.6.8. Standart Galantamine Ait Ol¢ii Egrisinin Hazirlanmasi

Standart ¢ozeltiden hareketle 0.5 pg/mL, 1 pg/mL, 2.5 pg/mL, 5 pg/mL ve 10
ug/mL konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlandi. Her birinden {iger kez 25’er pL
uygulanarak alan degerleri Olglildii. =~ Uygulanan miktara karsi okunan alan
degerleriyle galantamine ait bir 6l¢ii egrisi ve regresyon analizi hazirlandi (Sekil 2).

Standart galantamine ait kromatogram ve UV spektrumu ise sirasiyla Sekil 3

ve Spektrum 2’°de verilmistir.

2.3.6.9. Galantaminin HPLC ile Teshis ve Miktar Tayini

Hazirlanan ornek c¢ozeltilerinden ii¢ paralel uygulama olacak sekilde her
birinden iicer kez 25’er uL. uygulama yapildi. Okunan alan degerlerine karsilik gelen
miktarlar standart galantamine ait Ol¢li egrisinden yararlanilarak hesaplandi.

Galantamin miktar tayini sonuglari kuru drog iizerinden % miktar olarak tespit edildi.
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2.3.6.10. Yontem Validasyonu

Validasyon kelimesi Ingilizce bir kelime olan “valid=gecerli” kelimesinden
tiremistir. Tiirkce bilimsel kaynaklarda kullanilmaya baslananan karsilig
“gegerlilik” olmussa da orijinal sekli olan “validasyon” ifadesi de siklikla karsimiza
¢ikmaktadir.

Analitik yontem gegerliligi konusunda ilk yaklagimlar Briiksel’de 1990
yilinda toplanan ve ev sahipligini Avrupa ila¢ endistrileri ve birlikleri
Federasyonu’nun (European Federatio of Pharmaceutical Industries and Associations
(EFPIA) yaptign “Insanlarda Kullanilan Ilaglarin Ruhsatlandiriimas: igin Teknik
Gerekliliklerin Belirlenmesi Konferans1” (Inernational conference of Harmonization
of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use
(ICH)) isimli uluslaras1 kongrede baslamustir. I¢lerinde FDA(Amerkian Gida ve ilag
Dairesi, EMEA( Avrupa Ilag Ajansi) ve JPMA (Japonya ila¢ Ureticileri Birligi) nin
de bulundugu alt1 tiizel kisilikten olusan kurul, diinya {iizerinde karsilagilan

farkliliklar1 en aza indirmek amaciyla ICH kilavuzunu olusturmustur.

Bir calismanin veya yontemin gegerli kilinmasindaki hedef ve standartlar bu
kilavuzda belirlenmistir. 1994 yilinda CDER ( Center for Drug Evaluation and
Research) ilag Arastirma ve Degerlendirme Merkezi; 1997 yilinda ise USP 30.
Cildinde gegerlilik parametrelerini yaymlamistuir. Tez c¢alismamizda yontem

gecerliligi ICH kilavuzu esas alinarak arastirilmistir.

ICH kilavuzundan gegen gecerlilik tanimlart su bashklar altinda

incelenmektedir:
-Ozgiilliik
-Dogrusallik
-Tayin Araligi
-Dogruluk
-Kesinlik

-Tayin Sinir1

-Niceleme Sinir1
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-Saglamlik
-Sistem Uygunluk Testi

Narcissus tazetta subsp. tazetta L. iizerinde yapmis oldugumuz HPLC
yontemi ile galantamin ve likorin alkaloitlerinin miktar tayini ¢alismasinda
kullandigimiz yontemin gegerliligi yukaridaki basliklar kapsaminda incelenmis, ICH

kilavuzuna gore yontem uygunlugu dogrulanmistir.
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3. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (GC-MS) Yontemiyle Drog
Icerigindeki Alkaloitlerin Saptanmasi

3.1. Gerec

Cigekli donemde toplanmis olan bitkinin soganlarindan hazirlanan 6rneklere

NTA; toprak iistii kisimlarindan hazirlananlara ise NTU kodu verilmistir.

GC-MS yonteminde Thermo GC-TraceUltra Ver: 2.0., Thermo MS DSQ I
(Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) marka cihazdan -elektron
iyonlastirma modunda faydalanilmistir. Sabit faz olarak 30m x 0.25mm x 0.25 um

ebatlarinda TR-5 MS kolonu ve tasiyici gaz olarak helyum kullanilmigtir.

Kiitle spektrumu alimmast sonucu piklerin degerlendirilmesi ve pik altinda
kalan alanlarin hesaplanmasi Xcalibur yazilim programi ile gergeklestirilmistir.
Standart olarak daha Onceki c¢alismalarda elde edilmis ve yapilar1 spektral
yontemlerle aydinlatilmis olan bilesikler veya NIST MS Search 2.0 (National
Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, MD, USA) kiitiiphanesinden

ulagilan bilgilerden ve literatiirden faydalanilmistir.

3.2. Yontem

Total alkaloit ekstresinin hazirlanmasi ve kullanilan yontem i¢in literatiirden
yararlanilmigtir  (284). Ancak en uygun sonucu elde etmek amaciyla bazi

modifikasyonlarin yapilmasina gerek goriilmiistiir.

3.2.1. GC Olciimii Icin Alkaloit Ekstresinin Hazirlamsi

Toz edilmis bitkisel materyal iizerine metanol eklenerek ekstraksiyon
gerceklestirilir. Filtre kagidindan siiziildiikten sonra ¢oziicii uzaklastirilir. Bakiye
diliie asit kullanilarak asitlendirilir. Asitli ¢ozelti dietil eter yardimiyla sivi-sivi
ekstraksiyona tabi tutulur. Notral bilesiklerinden uzaklastirilan asitli ¢ozelti
baziklestirilerek pH 9-10 arasina getirilir. Kloroform ile ekstraksiyon sonucu alkaloit

ekstresi elde edilmis olur.

3.2.2. GC-MS Cihazina Uygulamanin Yapilsi

Hazirlanan alkaloit ekstresi metanol i¢inde, uygun oldugu belirlenen

konsantrasyonda gaz kromatografisi-kiitle spektrometre cihazina verilir.
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3.3 Deney

3.3.1. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (GC-MS) Yontemiyle Drog
Icerigindeki Alkaloitlerin Saptanmasi

3.3.1.1. Alkaloit Ekstresinin Hazirlanisi

NTA ve NTU kodlu &rneklerin her birinden 500 mg tartildi. Drog iizerine 5
mL metanol eklenerek 30 dk siireyle ultrasonik banyoda bekletildi. Bu islemin
ardindan metanollii ¢ozelti siiziilerek alindi. Bakiye iizerine tekrar 5 mL metanol
eklemek suretiyle bu iglemler toplam 3 kez yapildi. Birlestirilen metanollii ¢ozeltiler
alcak basing altinda kuruluga kadar distillenip, kalan bakiye 10 mL % 2'lik siilfiirik
asit ¢ozeltisi ile ¢oziliip, siiziildii. Ayni1 islem 2 kez daha tekrarlanip, asitli kisimlar
birlestirildi. Birlestirilen asitli ¢ozelti (3x10 mL) dietil eterle sivi-sivi ekstraksiyona
tabi tutuldu. Eterli kisimlar toplanarak uzaklastirildi. Daha sonra asitli ¢6zeltiyi
kalevilestirmek i¢in (pH 9-10) iizerine derisik amonyak ¢ozeltisi ilave edildi. Kalevi
cozelti (3x10 mL) kloroformla ekstre edilerek, kloroformlu kisimlar birlestirilip,
suyundan kurtarmak amaciyla bir miktar susuz sodyum siilfat ilave edilip, algak

basing altinda kuruluga kadar distillendi. Boylece alkaloit ekstresi elde edilmis oldu.
3.3.1.2. Deneyin Yapilisi

NTA ve NTU kodlu orneklerden hareketle hazirlanan alkaloit ekstreleri,
konsantrasyonlart 5 mg/250 pL olacak sekilde metanolde ¢oziilerek gaz

kromatografisi-kiitle spektrometresine uygulandi.
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Tablo 6. GC-MS Yéntemiyle Alkaloit Igeriginin Saptanmasinda Kullanilan Cihazin Deney
Sartlar1

GC-MS Yontemiyle Alkaloit Iceriginin Saptanmasinda Kullamilan Cihazin Deney
Sartlar

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

Mod El (70 eV)

Kolon A TR-5 MS Column (30m x 0.25mm X
0.25 pm)

Kolon Sicaklik Programi 80°C 1 dk, 80-250°C aras1 100 °C/dk artig

250°C 2 dk sabit, 250°C-300°C arast
10°C/dk artis

300°C 10 dk sabit

Enjektor Sicakligi 250 °C
Tasiyic1 Gaz Helyum
Akis Hizi 0.8 mL /dk

Alkaloitlerin teshisi i¢in NIST MS Search 2.0 veritabanindan (National
Institute of Standardization and Technology, Gaithersburg, MD, USA), literatiir
bilgilerinden ve daha Once saf olarak elde edilip yapisi aydinlatilan maddelere ait

kiitle spektrumlarinda yer alan karakteristik parcalanmalardan yararlanildi.

4. izolasyon, Yap:1 Aydinlatma ve Antikolinesteraz Aktivite Calismalar
4.1. Gereg

Bitkinin sogan ve toprak iistii kisimlarinin antikolinesteraz aktiviteleri NTA
ve NTU kodlar1 verilerek ayri ayr tespit edilmistir. Izolasyon ¢aligmalarinda ise

sogan ve toprak tistli kisimlar1 ayrilmamais; bitkinin tamami kullanilmistir.

Izolasyon calismalarinda siitun kromatografisi adsorban olarak, silika jel 60
(70-230 Mesh) (Merck 7734) ve bu fraksiyonlarin daha ileri saflastirilmalari igin
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uygulanan preparatif siitun kromatografisi ¢alismalarinda silika jel H (Type 60) (5-40
um) (Merck 7736) kullanilmistir.

Izolasyon calismalarinda yapilan ITK deneylerinde ve biyoaktivite
calismalarinda galantamin ve likorin standart bilesikleri, sirasiyla hidrobromiir ve

hidrokloriir tuzu seklinde (Sigma-Aldrich) kullanilmistir.

Yapi aydimnlatma calismalarinda 1D NMR (*H ve *C NMR) ile 2D NMR
spektrumlart (*H,*H-COSY, NOESY, HSQC, HMBC) MERCURYplus-AS 400,
Bruker 400 MHz veya Varian 500 MHz NMR spektrometrelerinde; CDCl3, CD3;OD
ve DMSO-dg ¢6ziiciileri igerisinde alinmustir.

Optik Cevirme: Optik ¢evirme 6l¢iimlerinde Jasco P-1010 (Jasco, 83 Tokyo,
Japan) dijital polarimetresinden yararlanilmistir.

Kiitle spektrumlari: ESI kiitle spektrumlari LC-MS/MS Thermo Scientific
TSQ Quantum Access max spektrometresinde alinmstir.

Antikolinesteraz aktivite ¢alismalarinda fosfat tamponu hazirliginda Tween
20 (Sigma), Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO,) (Sigma), sodyum kloriir (NaCl)
(Riedel de Haen) ve Dipotasyum Hidrojen Fosfat (K;HPO,4) (Merck) kullanilmistir.
Asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz enzimleri yilan baligindan elde edilmis ve
liyofilize edilmis enzimlerdir. Asetilkolin iyodiir (ATCI) (Sigma), butirilkolin iyodiir
(BTCI) (Sigma) ve Ellman’s reaktifi (5,5 -ditiyobis- (2-nitrobenzoik asit) (DTNB))
(Sigma) kullanilmustir.

Mikroplaka tizerinden spektroskopik olarak yapilan oOl¢iim isleminde,
Versamax marka mikroplaka okuyucu kullamilmistir. Kullanilan tiim ¢doziiciiler
analitik safliktadir. 1Cso degerleri GraphPad Prism V3.0 (GraphPad Software, San
Diago, CA) programi kullanilarak hesaplanmuistir.

4.2. Yontem

4.2.1. Alkaloit Ekstraksiyonu

Orta incelikte toz haline getirilmis olan materyal, oda sicakliginda % 96'lik
etanolle Mayer ve Dragendorff (331)alkaloit belirteglerine pozitif reaksiyon
vermeyinceye kadar perkolasyon yontemiyle tiiketilir. Etanollii ¢dzeltilerin
birlestirilip, algak basing altinda kuruluga kadar distillenmesiyle etanol ekstresi elde

edilir. Daha sonra etanol ekstresi, % 2’lik hidroklorik asit ¢ézeltisinde ¢oziiliir,
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¢Oziinmeyen kisimlar slizge¢ kagidindan siiziilerek ayrilir. Bu isleme, siizlintii Mayer
ve Dragendorff alkaloit belirte¢lerine olumlu sonu¢ vermeyinceye kadar devam
edilir. Asitli kisimlar birlestirilerek derisik amonyum hidroksit ¢ozeltisiyle pH 9-10
olacak sekilde kalevilendirilir. Elde edilen alkali ¢ozelti, kloroformla Mayer ve
Dragendorff alkaloit belirteclerine karsi olumlu reaksiyon vermeyinceye kadar
tiiketilir. Kloroformlu kisimlar alinip, birlestirilir. Susuz sodyum siilfatla suyundan
kurtarilarak, siiziiliir. Kloroformun alg¢ak basing altinda distillenmesiyle total alkaloit

ekstresi elde edilir.

4.2.2. Alkaloitlerin Saflastirilmalar:

Siitun kromatografisi, vakum uygulamali preparatif siitun kromatografisi ve
preparatif ince tabaka kromatografisi yontemlerinden ve gerektiginde kristallendirme

yontemlernden faydalanilmaktadir.

4.2.3. Total Alkaloit Ekstresinin Siitun  Kromatografisi ile
Fraksiyonlandirilmasi

Total alkaloit ekstresinin fraksiyonlandirilmasinda ve elde edilen ana
fraksiyonlarin daha ileri fraksiyonlandirma ¢aligmalarinda, siitun kromatografisinden
faydalanilmaktadir. Total alkaloit ekstresinden ana fraksiyonlarin elde edilmesinde
adsorban olarak, silika jel 60 (70-230 Mesh) (Merck 7734) ve bu fraksiyonlarin daha
ileri saflastirilmalart i¢in uygulanan preparatif siitun kromatografisi ¢alismalarinda
silika jel H (Type 60) (5-40 um) (Merck 7736) kullanilmaktadir. Fraksiyonlandirma
islemi i¢in uygulanacak olan ekstrelerin 1 g'h igin yaklasik 35-40 g adsorban ve bu
miktarlara uygun boyutlara sahip silindirik cam siitunlar kullanilmaktadir.
Gerektiginde vakum uygulanabilecek sekilde imal edilmis cam siitunlardan da
faydalanilmaktadir. Siitun kromatografisine ekstre kuru veya yas tatbik yontemiyle
uygulanabilmekte olup tez c¢aligmasinda kuru tatbik yontemiyle uygulama

yapilmustir.

4.2.4. Alkaloitlerin Ince Tabaka Kromatografisi ile (I.T.K.) Incelenmesi

[.T.K. yonteminden, siitun kromatografisi calismalar1 sirasinda elde edilen
fraksiyonlarin benzerlerinin birlestirilmesi, preparatif ince tabaka ve vakum

uygulamali preparatif siitun kromatografileri i¢in uygun ¢doziicii sistemlerinin
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saptanmasi, bunlarin yaninda izole edilen bilesiklerin safliklariin kontrolii igin
faydalanilmaktadir.

Oda sicakhiginda gerceklestirilen I.T.K. c¢alismalarinda 20x20 cm
boyutlarinda, 0.25 mm kalinliginda silikajel 60F2s4 (Merck 5715) ile kaplanmis hazir
cam kromatografi plaklari kullanilmaktadir. Ornekler, kromatografi plaklaria
deneysel olarak belirlenmis uygun konsantrasyonlardaki g¢ozeltileri halinde tatbik
edilip plaklar deneysel olarak tespit edilmis uygun ¢06ziicii sistemlerinde

yiikseltilmektedir.

4.2.5. Preparatif ince Tabaka Kromatografisi

Preparatif ince tabaka kromatografisinde, 0.50 mm adsorban tabakasi
kalinliginda, 20x20 cm boyutlarindaki silika jel 60 Fas4 (Merck 5744) ile kaplanmis
cam plaklar kullanilmaktadir. En uygun ¢oziicli sistemlerinin saptanmasi i¢in ¢ok
sayida I.T.K denemesi yapilmaktadir. Coziicii sistemleri plaklarda tek developman
yapildiginda 17 cm, ardisik iki developman yapildiginda ise 6nce 15 cm ve daha
sonra 18 cm olacak sekilde yiikseltilmektedir. Bantlarin belirlenmesi, 254 nm ve 366
nm dalga boylarindaki UV 151k altinda incelenerek ve Dragendorff alkaloit belirtecini
plagin ¢ok ince bir kismina piiskiirtiilerek yapilmaktadir. Plaktan kaziyarak alinan
bantlar kloroform-metanol (8:2) ¢oziicii sistemiyle eliie edilmektedir. Algak basing
altinda distile edilerek ¢oziicii uzaklastirilip, bilesikler amorf halde elde edilmektedir.

Bunun ardindan gerektiginde kristalizasyon islemi de uygulanmaktadir.

4.2.6. Kristalizasyon

Fraksiyonlarin saflastirilmalar1 sirasinda ve bilesiklerin saf olarak elde
edilebilmeleri icin kristalizasyondan da faydalanilmaktadir. Alkaloitlerin kristal
halde iken daha stabil olmas1 nedeniyle; elde edilen amorf bilesigin, uygun polaritede
secilen az miktarda ¢oziiciide, yiiksek sicaklikta ¢oziinmesi saglanarak, hava ve 1s1kla
temasi en az olacak sekilde oda sicakliginda veya buzdolabinda kristallerin olugmasi
i¢in bir siire bekletilmektedir. Kristaller hizl1 bir sekilde 6nce kendi ¢Oziiciisiinde,
daha sonra ise kristalleri zor ¢ézen veya hi¢ ¢ézmeyen bir ¢oziicii ile yikanarak
temizlenmektedir. Elde edilen kristallerin safliklart kromatografik olarak kontrol

edilmekte ve safsizliklari uzaklastirmak igin Kristalizasyon islemi tekrarlanmaktadir.
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4.2.7. Saf Halde Elde Edilen Bilesiklerin Tanimlanmasi

Kromatografik olarak saf halde elde edilen bilesiklerin yapilarinin
aydinlatilmasi icin ¢esitli spektroskopik yontemlerden [1D NMR (*H, °C), 2D NMR
(COSY, NOESY, HSQC, HMBC), LC-ESI/MS] yararlanilmaktadir. Bunlara ek
olarak optikge aktif olan bilesiklerin spesifik optik c¢evirmeleri de ([a]D)
Ol¢iilmektedir. Bulgularin degerlendirilmesinde literatiir bilgilerinden

yararlanilmaktadir.

4.2.8. Antikolinesteraz Aktivite Tayini

Mikroplaka deneyinde enzimlerin (asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz),
substratlar1 (asetiltiyokolin ve biitiriltiyokolin) kataliz etmesi sonucunda olusan
tiyokolin, Ellman reaktifi olarak bilinen 5,5'-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)
ile tepkimeye girmekte ve 2-nitrobenzoat-5-merkaptotiyokolin ve sar1 renkli 5-tiyo-
2-nitrobenzoat olusturmaktadir. Antikolinesteraz aktivite tayini, tez calismamiz
kapsaminda in vitro Ellman yontemi esasina dayali mikroplaka deneyi (336) esas
aliarak yapilmaktadir.

Antikolinesteraz aktivite deneyinde, izole edilen saf maddelerin ve ekstrelerin
metanoldeki ¢ozeltileri uygun ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis ve reaksiyon
sonucunda olusan 5-tiyo-2-nitrobenzoat bilesigine ait absorbans, 405 nm dalga
boyunda mikroplaka okuyucu cihazi kullanilarak Olgiilmektedir. Cozeltilerin
renklenme (sar1 renk) siddeti ne kadar diisiikse inhibisyonun derecesi o kadar fazla

olmaktadir. Saf bilesiklerin ICso degeri hesaplanmaktadir.

4.3. Deney

4.3.1. Alkaloit Ekstraksiyonu

Bitkinin sogan ve toprak {iistii kisimlart karigtirilarak elde edilen uygun
incelikte toz haline getirilmis 10,5 kg materyal, oda sicakliginda ¢oziiciisii % 96'lik
etanol olan perkolasyon yontemi ile (ort. 20mL/dak akis hizi ile) tiikketme sivisi
Dragendorff ve Mayer alkaloit belirtegleriyle reaksiyon vermeyinceye kadar ekstre
edildi. Bu esnada toplam 120 litre etanol kullanildi. Elde edilen etanolli kisimlar
algcak basing altinda kuruluga kadar distillenerek total alkol ekstresi hazirlandi. Total
alkol ekstresi dnce % 2’lik hidroklorik asit ¢ozeltisiyle sicak su banyosunda (40-50

°C) coziindiiriildii. Daha sonra sogutularak, ¢ozelti icerisindeki regine ve buna
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benzeyen, asitte ¢oziinmeyen kisimlar katilastirilip, stizge¢ kagidindan stiziilerek
uzaklagtirildi. 350 mL asitli su kullanimindan sonra asitlendirme islemine
porsiyonlar halinde % 1’lik hidroklorik asit ¢ozeltisi eklemek suretiyle, asitli sulu
¢ozelti Dragendorff ve Mayer alkaloit belirtecleriyle reaksiyon vermeyinceye kadar
devam edildi. Toplamda 8 litre asitli su elde edildi.. Bu sekilde elde edilen asitli sulu
kisim, % 26’lik amonyum hidroksit ¢ozeltisiyle pH 9-10 olacak sekilde bazik hale
getirildi. Alkalilendirme i¢in 250 ml derisik amonyak c¢ozeltisi kullanildi.Bazik
¢Ozeltinin her 1 litresi icin 500 mL kloroform kullanilarak yine Dragendorff ve
Mayer alkaloit belirtecleriyle reaksiyon vermeyinceye kadar sivi-sivi ekstraksiyona
tabi tutuldu. Kloroformlu kisimlar birlestirilip, susuz sodyum siilfatla suyundan
kurtarilip, siiziildii. Kloroform algak basing altinda kuruluga kadar distillendi. Bakiye
desikatorde sabit vezne gelinceye kadar bekletilip, tartildi. Sonug olarak, 26.45 ¢
agirhiginda % 0.248 verim ile total alkaloit ekstresi elde edilmis oldu.

4.3.2. Total  Alkaloit  Ekstresinin Siitun Kromatografisi ile
Fraksiyonlandirilmasi

Silika jel 60 (70-230 Mesh) (Merck)'den 600 g tartildi ve 1200 mL | no'lu
¢oziici sistemiyle siispansiyon haline getirildikten sonra 7 cm ¢apinda ve 110 cm
yiksekligindeki cam siituna dolduruldu. 26 g total alkaloit ekstresi kloroform-
metanol (8:2) ¢ozeltisinde ¢oziiliip, 30 g silika jel 60 (70-230 Mesh) (Merck)
adsorbania emdirildi. Karisimin oda sicakliginda, ara ara karistirnlmak suretiyle
¢Oziiciisii uzaklastirildi. Bakiye desikatérde kurutuldu. Bu sekilde hazirlanan akici
toz haline gelmis ekstre-adsorban karisimi daha 6nceden silika jel yiiklenmis siituna
kat1 halde tatbik edildi. Eliisyon, | no'lu ¢6ziicii sistemiyle oda sicakliginda, giindiiz
dakikada ortalama 80 damla (maksimum 100 damla), gece ise 15-20 damla akis
hizinda her fraksiyon 500 ml olacak sekilde gerceklestirildi. I.T.K.'da goriilen
alkaloit lekelerinin nitelik ve miktarlarina gore ellisyon ¢06zeltisinin polaritesi
metanol eklenerek (%1, % 2, % 5, % 7.5, %10, % 15, % 20) dereceli olarak artirildi.
Son olarak da IX nolu ¢oziicii sistemi gegirilerek ayrim tamamlandi. Elde edilen
fraksiyonlar algak basing altinda distillendikten sonra kalan bakiyeler kloroform-
metanol (8:2) karigimiin deneysel olarak saptanmis en uygun ve en az miktarinda
¢oziildii. I.T.K. uygulanmasi sonucunda elde edilen kromatogramlar, 254 ve 366 nm

dalga boyundaki UV 1gsik altinda karsilastirmali olarak incelendi. Daha sonra
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Dragendorff belirteci piiskiirtiilerek alkaloit lekeleri goriiniir hale getirildi. Yakin R
degerine sahip olan ve alkaloit igerikleri bakimindan benzer Ozellik gdsteren
fraksiyonlar birlestirildi. Algak basing altinda distillendi, sabit agirliga gelinceye
kadar desikatorde bekletildi ve tartildi. Béylece toplamda 185 fraksiyon elde edildi.
Sonraki asamada, benzer oldugu kromatografik calismalarla tespit edilen bazi
fraksiyonlar ¢alisma kolaylig1 agisindan tekrar birlestirilerek; ana fraksiyonlar elde
edildi. Bu sekilde elde edilen ana fraksiyonlara ait kodlar, eliisyon i¢in kullanilan
¢oziicii sistemleri ve ana fraksiyonlarmn agirliklar1 Tablo 7 ve Tablo 8’de yer

almaktadir.

Tablo 7. Tez Calismasinda Kullanilan Coziicti ve Coziicii sistemleri

No Coziicii sistemi

I Kloroform

I Kloroform: Metanol (99:1)

i Kloroform: Metanol (98:2)

v Kloroform: Metanol (95:5)

V Kloroform: Metanol (92.5:7.5)

Vi Kloroform: Metanol (90:10)

Vil Kloroform: Metanol (85:15)

VIl Kloroform: Metanol (80:20)

IX Etilasetat:Kloroform:Metanol: Amonyak(5:2:3:2)

X Benzen: Kloroform:Metanol: Amonyak (7:2:1:1damla)

XI Benzen: Kloroform:Metanol: Amonyak (6.25:3:0.75:2damla)

XIl Etilasetat:Kloroform:Metanol (6:2:2)

X1 Etilasetat:Kloroform:Metanol: Asetonitril (5:2.5:2:0.5)

XV Etilasetat:Kloroform:Metanol: Amonyak (6:2:2:2)

XV Etilasetat:Kloroform:Aseton: Metanol:Amonyak (6:2:1.5:0.5:2damla)
XVI Etilasetat:Kloroform:Metanol: Asetonitril (5:2.5:2:0.5) (Havasina amonyak)
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Tablo 8. Ana Fraksiyon Kodlar1 ve Kullanilan C6ziicii Sistemleri

Fr. No Ana Fr. Kodu Coziicii Sistemi Miktar (g)
1-10 A [ 1.647
10-31 B [ 3.267
32-50 C ] 1.862
51-53 D ] 0.275
54-57 E ] 0.316
58-61 F Il 0.607
62-80 G i 1.456
81-83 H v 0.780
84-99 [ [\ 1.998
100-117 J V 1.633
117-120 K V 0.273
121-138 L VI 0.117
139-157 M VI 2.489
158-176 N VIII 0.738
177-184 0] IX 7.5269

TOTAL: 24.984 g total alkaloit ekstresi

4.3.3. Ana Fraksiyonlar Uzerinde Calismalar

4.3.3.1. D Kodlu Ana Fraksiyon Uzerinde Calismalar

Ana kolondan alman 51-53. fraksiyonlar ITK profillerinin benzer oldugu
goriildigiinden dolayr birlestirildi (275.1 mg). So6zii gegen fraksiyon {iizerinde
preparatif slitun kromatografisi ile ayrim gerceklestirildi.

Sabit fazi hazirlamak i¢in 3.5 cm capinda vakum uygulanabilen cam kolon
igerisine yaklasik 8 cm yiikseklige karsilikgelecek sekilde 30 g silikajel H (Type 60)
(5-40 um) (Merck) dolduruldu. Kromatografide kuru tatbik uygulanmis olup, bunun
icin calisilan fraksiyonun tamami bir miktar kloroform: metanol (8:2) icinde
coziindiiriiliip,1.2 g silikajel 60 (70-230 Mesh) adsorbanina emdirildi. Adsorban

tizerine emdirilen fraksiyon ¢eker ocak altinda ve 1sik almayan ortamda ara ara
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karsitirilarak tamamen kuru ve akici toz haline getirildi. Ardindan desikatorde bir
siire bekletilerek sabit agirliga gelmesi saglanip, sonrasinda siituna tatbik edildi.
Hareketli faz olarak XV nolu ¢6ziicii sistemi kullanildi.

800-900 mbar ters basingla dakikada 40-50 damla akis hizi saglanarak
fraksiyonlandirma yapildi. ITK ile izlenip, benzerliklerine gore gerekli tekrar
birlestirmeler yapildi ve sekiz adet alt fraksiyon elde edildi.

Siitun kromatografisi ile elde edilen alt fraksiyonlara D-1 ve D-8 arasinda
kodlar verildi. D-6 kodlu alt fraksiyon (75mg), hareketli faz olarak XV1 nolu ¢oziicii
sisteminin kullanildigs preparatif ITK ile saflastirildi. Bu amagla 20x20 cm
boyutlarinda 0.5 mm kalinliginda 3 adet silikajel 60 Fass (Merck 5744) kapl hazir
cam plak kullanildi. Coziicii plagin iizerinde 17 cm yiikseldiginde yiiriitme islemine
son verildi ve plak c¢eker ocak altinda ¢6ziiciinlin uzaklasmasi i¢in bekletildi. UV
lamba yardimi ile plak incelenip, bilesiklere ait lekeler kursun kalemle isaretlendi.
Plagin yan kismindan bir parca kesilerek Dragendorff belirteci piiskiirtiildii. Rf= 0.42
degerine sahip lekenin plaktan kazinarak kloroform: metanol (8:2) ¢oziicii sistemi ile

eliie edilmesi sonucunda 7 mg agirliginda elde edilen bilesige NT6 kodu verildi.

4.3.3.2. F Kodlu Ana Fraksiyon Uzerinde Calismalar

Ana kolondan alian fraksiyonlar ITK yardimiyla incelendi ve kromatografik
olarak benzer olanlardan 58 ve 61 arasi fraksiyonlarin birlestirilmesine karar
verildi(607mg). Birlestirilen bu fraksiyonlar iizerinde preparatif siitun kromatografisi

ile ayrim gerceklestirildi.

Preparatif siitun kromatografisinde sabit faz olarak 3.5 cm ¢apli vakum
uygulanabilen 6zellikteki cam kolona yaklagik 10-12 cm yiikseklige karsilik gelecek
sekilde 40 gram silikajel H (Type 60) (5-40um) (Merck) dolduruldu. Fraksiyonun
tamami kloroform: metanol (8:2) ¢oziicii sistemi ile ¢oziindiiriilerek 1, 50 g silikajel
60 (70-230 mesh) flizerine damla damla ilave edilip es zamanl karistirilarak
emdirildi. Fraksiyon-adsorban karisimi serin, kuru ve karanlik ortamda ara sira
karistirtlarak ¢oziicliniin tamamen uzaklasmasi ve kuru akict homojen toz haline
gelmesi saglandiktan sonra bir siire desikatorde bekletildi ve ardindan kolona tatbik
edildi.

Hareketli faz olarak X nolu ¢6ziicii sistemi kullanildi. 800-900 mbar basing

altinda dakikada 40-50 damla akis hiz1 saglanacak sekilde ayarlanan sistemden 30’ar
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mL hacimlerde toplamda 28 adet fraksiyon alindi. ITK ile inceleme sonucu benzer
oldugu tespit edilen alt fraksiyonlar kendi arasinda geri birlestirildi. Bunun
sonucunda F-1;F-8 arasinda kodlar verdigimiz 8 adet fraksiyon elde edildi.

F-8 kodlu fraksiyondan (165.6mg) metanolden kristallendirme sonucu 38

mg agirhiginda elde edilen bilesige NT1 kodu verildi.

Buna ilaveten, F-8 kodlu fraksiyonda (165.6mg) fraksiyonun 30 mg’lik kismi1
alindiktan sonra preparatif ITK yontemiyle ileri saflastirmaya gidildi. Sabit faz
olarak bir adet 20x20 cm silikajel 60 F2s4 kapli 0.5 mm kalinliginda hazir cam plak
kullanildi. XIV nolu ¢o6ziicii sisteminin alt fazinin hareketli faz olarak uygulandigi
ince tabaka kromatografisi isleminde bantlarin kesin olarak ayrilmasini saglamak igin
iki developman yapildi. UV 1s1k altinda incelenip, plaktaki lekelerin kursun kalemle
isaretlenmesinden sonra plagin bir bolimi kesilerek iyot buhariyla doymus tankta
bekletildi ve renklenmeler goriildii. Referans olarak tatbik ettigimiz NT1 bilesigine
cok yakin bir R degerine sahip olan (R¢ = 0.344) 2 mg agirligindaki bilesige NT3

kodu verildi.

4.3.3.3. H Kodlu Ana Fraksiyon Uzerinde Cahsmalar

Ana kolondan alman fraksiyonlardan iTK ile inceleme sonucu benzer oldugu
belirlenen 81-83. fraksiyonlar birlestirildi (618mg) ve preparatif siitun kromatografisi

ile ayrim gerceklestirildi.

Sabit faz olarak 30 cm yiikseklige kadar silikajel H (Type 60) (5-40um)
(Merck) ile doldurulmus 3.5 cm ¢apli normal cam kolon kullanildi. Hareketli faz
olarak XI nolu ¢oziicii sistemi kullanildi. Dakikada 70 damla akis hiz1 ile tiiplerde
30’ar mL alinan fraksiyonlar es zamanl olarak ITK’da, ayni ¢oziicii sistemi ile
izlendi. Kromatografik benzerliklerine gore birlestirme sonucunda toplamda 28 alt

fraksiyon elde edildi. Bu alt fraksiyonlara H-1-H-28 arasinda kodlar verildi.

H-18 kodlu alt fraksiyona (32 mg) preparatif ITK uygulandi. 0.25 mm
kalinhiginda 20x20 cm boyutlarinda silikajel 60 Fas4 kaplh standart iTK plaklarindan
(Merck 5715) iki adedinin kullanildig1 kromatografi isleminde hareketli faz olarak
XIV nolu ¢oziicii sisteminin alt fazindan yararlanildi. Plagin en {ist noktasina
yaklasik 3 cm kala yiiritme islemine son verilmis; tanktan ¢ikarilan plak ¢eker ocak

altinda ¢oziicii buharmmin ugmast i¢in beklemeye birakildi. Ardindan UV lamba
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altinda incelenen lekeler kursun kalemle isaretlendi ve plagin bir kismi iyot buhari ile
doymus tank igerisine birakilarak alkaloit lekelerinin belirmesi saglandi. Hedeflenen
lekeye karsilik gelen R¢ degeri bu ¢6ziicii sistemi i¢in 0.383 bulunmus olup plaktan

kazind1.

Kloroform: metanol (8:2) karisimu ile eliie edilip, ¢6ziicii rotavaporda algak
basing altinda uzaklastirildi. Desikatérde bekletildikten sonra tartilan 10 mg
agirhginda oldugu tespit edilen bu bilesige NT5 kodu verildi.

4.3.3.4. 1 Kodlu Ana Fraksiyon Uzerinde Calismalar

Ana kolondan alinan fraksiyonlarda ITK ile inceleme sonucu benzer oldugu
belirlenen 84-99. fraksiyonlar birlestirildi (5.36 g). Bu islem sirasinda ¢okelti
olusturan maddenin safligi kromatografik olarak incelendi. Kloroform yardimiyla
temizleme islemi sonucunda elde edilen 12.5 mg agirliginda optikge aktif bu bilesige
NT2 kodu verildi.

4.3.3.5. J Kodlu Ana Fraksiyon Uzerinde Calismalar

Ana kolondan alinan fraksiyonlarda iTK ile inceleme sonucu benzer oldugu
belirlenen 100-117. fraksiyonlar birlestirildi (1.633 g), preparatif siitun
kromatografisi ile ayrim gergeklestirildi. Piskiirtiilen Dragendorff belirteci ile
renklenen alkaloitlerin izole edilmesi amaciyla kurulan kromatografi diizeneginde
sabit faz olarak 3.5 cm ¢apli vakum uygulanabilen 6zellikteki cam kolona yaklasik
10-12 cm yiikseklige karsilik gelecek sekilde 40 gram silikajel H (Type 60) (5-
40um) (Merck) dolduruldu. Fraksiyonun tamami kloroform: metanol (8:2) ¢oziicii
sistemi ile ¢oziindiiriilerek 1.60 g silikajel 60 (70-230 mesh) iizerine damla damla
ilave edilip es zamanlh karistirilarak emdirildi. Serin, kuru ve karanlik ortamda ara
ara karistirilarak ¢oziiciiniin tamamen uzaklasmasi ve karisimin kuru, akici, homojen
toz haline gelmesi saglandiktan sonra fraksiyon-adsorban karisimi bir siire
desikatorde bekletildi ve ardindan kolona tatbik edildi.

Hareketli faz olarak XV nolu ¢6ziicii sistemi kullanildi. 800-900 mbar ters
basingla dakikada 40-50 damla akis hiz1 saglanarak 30’ar mL hacmimli fraksiyonlar
alindi. ITK ile izlenip, benzerliklerine gore fraksiyonlar gerekli birlestirmeler

yapildiktan sonra elde edilen alt fraksiyonlara J-1-J-10 arasinda kodlar verildi.
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J-3 kodlu fraksiyonda (121.1mg) asetondan kristallendirme ile 20 mg elde
edilen bu bilesige NT4 kodu verildi.

J-10 kodlu fraksiyondan (500mg) VII nolu ¢oziicii sistemi ile aktarma
sirasinda dogrudan balon dibinde ¢okelti olusturan 5 mg agirligindaki bilesige NT7

kodu verildi.

J-5 kodlu fraksiyonda (197.9mg) ileri saflastirmaya gidildi; silikajel H (Type
60) (5-40um) (Merck) sabit faz ve XII nolu ¢6ziicti sistemi hareketli faz olarak
kullanilarak preparatif siitun kromatografisi uygulandi. Es zamanh olarak ITK ile
izlenip, benzerliklerine gore fraksiyonlarda gerekli birlestirmeler yapildiginda 15 alt
fraksiyon elde edildi. 12 nolu alt fraksiyondan aseton ile kristallendirme sonucu 5 mg

agirliginda elde edilen bilesige NTS8 kodu verildi.

4.3.4. Mikroplaka Deneyi ile Ekstre ve Saf Maddelerin Antikolinesteraz

Aktivitelerinin Tayini

Saf halde elde edilen bilesiklerin metanol icerisinde ve konsantrasyonlari 1000,
100, 10, 1, 0.1 ve 0.01 pg/mL olacak sekilde ¢ozeltileri hazirlandi. Bilesiklerin
cozeltileri 96 kuyucuklu mikroplakaya uygulanip, absorbanslart 405 nm dalga
boyunda mikroplaka okuyucu kullanarak 6l¢iildii. Buna gore, toprak iistii ve sogan
kisimlarindan elde edilen ekstrelerin yiizde inhibisyon degerleri ve saf bilesiklere ait
ICso degerleri GraphPad Prism V3.0 (GraphPad Software, San Diago, CA) programi

kullanilarak hesaplandi.

5. izole Edilen Alkaloitler Uzerinde Molekiiler Doking Calismalar
5.1. Gereg

Homoloji modeli olusturmak i¢in, Equus caballus (at) butirilkolinesteraz
(eqBuChE) enzimine ait QIN1IN9 kodlu aminoasit dizisi UniProt Knowledgebase
(http://www.uniprot.org/uniprot) adresinden temin edilmistir. Homoloji model icin
kalip yap1 olan insan butirilkolinesteraz (huBuChE) enzimi (PDB id: 4TPK; 2.7 A’da
¢oziimlenmistir) ile Torpedo californica asetilkolinesteraz (eeAChE) enziminin

kristal yapilarmin (PDB id: 1EVE; 2.5 A’da ¢6ziimlenmistir) ii¢ boyutlu haritalar:
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“RCSB Protein Veri Bankasindan” temin edilmistir. Homoloji model SWISS-
MODEL web sunucusu ile olusturulmus ve doking calismasi i¢in Amber 12
programi kullanilarak hazirlanmistir. izole edilen alkalolitler ve eeAChE doking
calismasi i¢in MOE2016.08 programi ile hazirlanmistir. Doking ¢alismalart GOLD
5.6.2 programi kullanilarak yapilmistir. Doking sonuclarinin analizi ve doking

pozlarinin olusturulmast MOE2016.08 programi ile gergeklestirilmistir.
5.2. Yontem ve Deney

Homoloji modelleme yontemi, bilinen yapisi (sablonu) olan benzer bir
proteinle bir hizalama temelinde aminoasit dizisinden bir proteinin (hedef) ii¢
boyutlu modellerini olusturma esasina dayanmaktadir. Uygun sablon yapisinin
belirlenemedigi durumlarda, homolog bir sablon yapisina dayanmadan ii¢ boyutlu
protein modelleri liretmek i¢in de novo yapt tahmin yontemleri kullanilabilir.
Bununla birlikte, alandaki son gelismelere ragmen, de novo tahminleri nispeten
kiigiik proteinlerle sinirlidir ve karsilastirmali modellere kiyasla dogruluk agisindan
yetersiz  kalmaktadir. Bu nedenle, homoloji modelleme, sablon yapilarinin
tanimlanabilecegi tim durumlarda giivenilir ti¢ boyutlu bir proteinin siliko modelini
olusturmak i¢in bir tercih edilen bir yontemdir. Homoloji modelleme genel olarak
dort ana basamaktan olusur. Bunlar sirasiyla; ilgili hedef proteinin modellenmesi igin
sablon olarak kullanilabilecek deneysel olarak ¢oziilmiis yapilar ile evrimsel olarak
iliskili proteinlerin tanimlanmasi; sekans hizalama yontemleri ve manuel ayarlama
araciligityla hedef sekansin ve sablon yapisinin/yapilarinin  karsilik  gelen
kalintilarinin haritalanmasi; ti¢ boyutlu modeli hizalama temelinde insa edilmesi; ve
ortaya ¢ikan modelin kalitesini degerlendirmesi seklindedir(337).

Doking yontemi, ligandin protein icerisindeki konumu ve yonelimi ile birlikte
konformasyonunun tahmini, ve ligandin baglanma afinitesinin degerlendirilmesini
saglar. Esas olarak, molekiiler doking tekniginin amaci hesaplama ydntemleri
kullanilarak tahminini bir ligand-reseptdr kompleks yapisinin olusturulmasidir.
Doking, birbiriyle iliskili iki adimda gerceklestirilir. Bu adimlar sirasiyla, proteinin
aktif bolgesinde ligandin konformasyonlarimin o6rneklenmesi ve devaminda bu
konformasyonlarin bir skorlama fonksiyonu ile siralamasi seklindedir. ideal bir
calismada, 6rnekleme algoritmalar1 deneysel baglama modunu yeniden iiretebilmeli

ve skorlama fonksiyonu da yaratilan tiim konformasyonlar arasinda en iist sirada yer

almalidir(325).
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SLogP, ortiilii hidrojenlerin dahil oldugu oktanol/su partisyon katsayisinin
logaritma degerini ifade eder. Bu yontem dogru protonasyon bolgesi bulunan
yapilarin logP degerlerinin hesaplayan atomik katki modeline dayanmaktadir.
Atomik katki modelinde molekiildeki her bir atomun katkilarinin toplami ile
molekiillerin logP degeri hesaplanabilir. Bu yontemde 68 adet atom tipi katkis1 logP

hesaplanmasina yardimci olur(338).

5.2.1. Homoloji Modelleme

Taslak model olarak “RCSB Protein Veri Bankasindan” eqBuChE ile primer
sekans benzerligi % 90.80 olan insan butirilkolinesteraz (huBuChE) enzimine (PDB
id: 4TPK; 2.7 A’da ¢dziimlenmistir) ait pdb dosyasi secilmis ve SWISS-MODEL

web sunucusu kullanilarak homoloji model olusturulmustur (339).

Olusturulan homoloji modelin baglanma bolgesi ham model ile huBuChE
kristal yapisinin (PDB id: 4TPK) hizalanmasiyla belirlenmistir. Ham model Amber
Tools 16’nin xleap modiilii ile AMBER99SB gii¢ alani sartlar1 altinda protein yiizeyi
ve kutu smirt arasindaki mesafenin 10 A oldugu bir oktahedral kutu icerisinde TIP3P
su molekiilleri ile c¢oziindiiriilerek hazirlanmis ve Amber 12 programinin

“Sander.MPI” modiilii ile enerji minimizasyonuna tabi tutulmustur (340, 341).

5.2.2. Doking Protokolii

Bilesiklerin kimyasal yapilart MOE2016.08 programinin bilesik olusturma
paneli kullanilarak olusturulmus, ii¢ boyutlu protonlandirma protokolii kullanilarak
bilesiklerin hidrojenleri eklenmis ve olusturulan yapilar MMFF94x gii¢c alanm
kullanilarak MOE2016.08 programi ile enerji minimizasyonuna tabi tutulmustur
(342, 343). Torpedo californica asetilkolinesteraz (eeAChE) enziminin kristal yapisi
(PDB id: 1EVE; 2.5 A’da ¢dziimlenmistir) RCSB Protein Veri Bankasindan elde
edilmistir (344). Kristal yapmin A zinciri doking ¢alismasi i¢in korunmustur. B
zinciri, heteroatomlar ve su molekiilleri (baglanma bolgesindeki su molekiilleri harig)
pdb dosyasindan silinmistir. A zinciri AMBERI12SB giic alani sartlar1 altinda
MOE.2016.08 programinda enerji minimizasyonuna tabi tutulmustur (345).

Calismada izole etmis oldugumuz alkoloitlerin, galantamin disinda,
asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz enzimleri igerisindeki ¢oziimlenmis X-ray

kristal yapis1 mevcut degildir. Bilesiklerin doking calismalar1 varsayilan jenerik
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algoritma parametreleri kullanilarak GOLD 5.6.2 programi ile gerceklestirilmistir
(346, 347). Bilesikler, sirasiyla eeAChE aktif yoresinde bulunan Glu199 aminoasit
artiginin oksijen atomunu (OE1) ve eqBuChE aktif yoresinde bulunan His438
aminoasit artiginin nitrojen atomunu (NE2) merkez alan 22 A yarigapina sahip alan
igerisindeki aminoasit artiklari ile etkilesimlerini belirlemek amaciyla doking
islemine tabi tutulmustur. Her bir yapi i¢in MOE2016.08 programi ile elli adet
konformasyon olusturulmus olup, skorlama fonksiyonu olarak GoldScore uygunluk

fonksiyonu kullanilmistir (347).

5.2.3. SlogP Degerlerinin Belirlenmesi

Bilesiklerin SLogP degerleri MOE2016.08 programi kullanilarak hesaplanmigtir
(338).
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I1l. BOLUM

BULGULAR

1. Kalite Kontrol ve Miktar Tayini Arastirmalarina Ait Bulgular

1.1. Kurutmada Kayip Miktar Tayini Sonug¢lari

NTA VE NTU kodlu 6rnekler iizerinde, Avrupa Farmakopesi ve Avrupa

Farmakopesi Adaptasyonu Tiirk Farmakopesi’nde bulunan yontem kullanilarak {i¢

paralel deneme yapilmistir. Elde edilen sonuglar, Tablo 9’da yer almaktadir.

Tablo 9. Narcissus tazetta subsp. tazetta L. Bitkisinden Hazirlanan Ornekler Uzerinde
Yapilan Kurutmada Kayip Miktar Tayini Sonuglari

NTU Kodlu Ornege Ait Sonuclar NTA Kodlu Ornege Ait Sonuclar

Drog Miktar1 % Kurutmada Drog Miktar (g) % Kurutmada Kayip
(9) Kayip Miktari Miktari

1.002 7.9546 1.003 8.2301

1.012 8.1223 1.005 7.5674

1.007 7.1207 1.008 7.9756

Ortalama: 7.7325 Ortalama: 7.9243

1.2. Biitiin Kiil Miktar Tayini Sonuclari

NTA ve NTU kodlu &rnekler iizerinde, Avrupa Farmakopesi ve Avrupa

Farmakopesi Adaptasyonu Tiirk Farmakopesi’nde bulunan yontem kullanilarak ti¢

paralel deneme yapilmistir. Elde edilen sonuglar, asagida Tablo 10°da yer almaktadir.
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Tablo 10. Narcissus tazetta subsp. tazetta L. Bitkisinden Hazirlanan Ornekler Uzerinde
Yapilan Biitiin Kiil Miktar Tayini Sonuglar1

NTU Kodlu Ornege Ait Sonuclar

NTA Kodlu Ornege Ait Sonuclar

Drog Miktar (g) % Biitiin Kiil Drog Miktari (g) % Biitiin Kiil Miktar1
Miktar1

1.0065 8.4943 1.0074 8.7354

1.0035 7.9521 1.0022 9.0875

1.0037 8.2396 1.0026 9.1964

Ortalamaz+Std sapma 8.2286+2.7123 Ortalamaz+Std sapma 9.0064+2.4095

1.3. Siilfat Kiilii Miktar Tayini Sonuclari

NTA ve NTU kodlu 6rnekler iizerinde, Avrupa Farmakopesi ve Avrupa

Farmakopesi Adaptasyonu Tiitk Farmakopesi’nde bulunan yontem kullanilarak {i¢

paralel deneme yapilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 11°de yer almaktadir.

Tablo 11. Narcissus tazetta subsp. tazetta L. Bitkisinden Hazirlanan Ornekler Uzerinde
Yapilan Siilfat Kiilii Miktar Tayini Sonuglart

NTA Kodlu Ornege Ait Sonuclar NTU Kodlu Ornege Ait Sonuclar

Drog Miktari (g) % Siilfat Kiili Drog Miktari (g) % Siilfat Kiilii
Miktar1 Miktar1

1.021 18.8621 1.008 18.9506

1.025 18.5594 1.013 20.0398

1.003 20.7513 1.002 17.9214

OrtalamazStd sapma 19.3909+11.8779 OrtalamazStd sapma 18.9706+0.0055

1.4. Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini Sonuglari

NTA ve NTU kodlu &rnekler iizerinde, Avrupa Farmakopesi ve Avrupa

Farmakopesi Adaptasyonu Tiirk Farmakopesi’'nde bulunan yontem kullanilarak ii¢

paralel deneme yapilmustir. Elde edilen sonuglar, agagida Tablo12’de yer almaktadir.
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Tablo 12. Narcissus tazetta subsp. tazetta L. Bitkisinden Hazirlanan Ornekler Uzerinde
Yapilan Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini Sonuglari

NTU Kodlu Ornege Ait Sonuclar

NTA Kodlu Ornege Ait Sonuclar

Drog Miktar (g) % HCl’de Drog Miktari (g) % HCl’de
Coziinmeyen Kiil Coziinmeyen Kiil
Miktari Miktari

1.0065 1.5025 1.0074 15112

1.0035 1.4872 1.0022 1.1049

1.0037 1.4934 1.0026 1.4986

Ortalamaz+Std sapma 1.4943+0.0769 Ortalamaz+Std sapma 1.3715+2.3102

1.5. Total Alkaloit Miktar Tayini Sonuclari

Anabilim Dalimizda daha énce DAB ve Avrupa Farmakopesi’nde yer alan
drog monograflarindan yararlanarak gelistirilmis olan yontem kullanilmistir (348).
NTA ve NTU kodlar1 verilen 6rneklerin her birinden ayr1 ayr1 bes paralel deneme
olacak sekilde miktar tayini galismasi yapilmistir. Sonuglar, kuru drogda likorin

izerinden yiizde olarak hesaplanmistir.

Tablo 13. NTU Kodlu Ornege Ait Total Alkaloit Miktar Tayini Sonuglari

NTU Kodlu Ornege Ait Sonuclar

Drog Miktari (g) % Total Alkaloit Miktari

3.009 0.1184

3.002 0.1196

3.003 0.1179

N Ortalama Standart Sapma | Min. Deger Max. Deger
3 0.1186 0.0004 0.1179 0.1196
Tablo 14. NTA Kodlu Ornege Ait Total Alkaloit Miktar Tayini Sonuglari

NTA Kodlu Ornege Ait Sonuglar

Drog Miktari (g) % Total Alkaloit Miktari

3.001 0.0667

3.003 0.0667

3.004 0.0666

N Ortalama Standart Sapma | Min. Deger Max. Deger
3 0.0667 <0.0001 0.0666 0.0667
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1.6. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Likorin ve

ontemin
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1.6.1. Likorinin HPLC ile Miktar Tayini Prosediir Verileri

HPLC yontemini kullanarak drogdaki likorin miktarini belirlemek igin
kullandigimiz standart ¢ozelti konsantrasyonlari ve karsilik gelen alan degerleri tablo
15’te verilmistir. Bu degerler iizerinden kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve regresyon

analizi yapilmstir.

Tablo 15. Likorinin HPLC ile Miktar Tayini Verileri

Konsantrasyon (ng/mL) Konsantrasyon (nug/mlL) Alan Degerleri (cmz)
(Likorin Hidroklortir) (Tuz tartimina karsilik gelen

baz haldeki Likorin)
2.5 2.219 787023
5 4.437 1128039
10 8.874 1789855
25 22.185 3833280
50 44.370 7098570

likorin

Y =466834+149877*X R"2=0.9997 W: Equal

6000000 //
i e
— _/
5 4000000 /|/
2000000 »
1
0 LI I B I I B B B I R L D B I R R R R R
0 10 20 30 40
ug/ml

Sekil 2 Likorin Standart Olgii Egrisi ve Regresyon Denklemi
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STD5-3#28609 RT: 596 AV:1 SM: 9G NL: 9.37E5 microAU

20700
s00000]
as0000]
a00000]
7500004
700000
ss0000]
so00000]
550000
s00000]

4500007

288.00

400000
as0000] 23300
300000
250000
200000
150000
100000

500004

L e L LA \ L s e e e B A s e e s s s B s s s s . e e e e
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
wavelength (nm)

Spektrum 1. Standart Likorine Ait UV Spektrumu

1.6.2. Ekstrelere Ait Likorin Miktar Tayini Bulgulari

Ekstrelerde bulunan likorine ait UV spektrumlari Spektrum 2. ve Spektrum
3’te yer almaktadir.

NT-S1-1#27290 RT: 5.69 AV:1 SM: 9G NL: 3.84E5 microAU

203.00
380000

ss0000] 26300
sa0000] /
s20000°]
s00000]
280000]
260000
240000
220000]
zooooo;
1600007
160000
140000
] 23100
1200007
100000
a0000]

60000

40000
20000
] 328.00 356,00 380.00

L s B a2 AN e
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
‘wavelength (nm)

Spektrum 2. NTA Kodlu Ornekteki Likorine Ait UV Spektrumu
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Spektrum 3. NTU Kodlu Ornekteki Likorine Ait UV Spektrumu

likorin miktarlar1 Tablo 16 ve Tablo 18’de verilmistir.

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi ile belirlenen %

Tablo 16. NTA kodlu 6rnek tizerinde HPLC yo6ntemi ile likorin miktar tayini verileri

Drog Okunan Alan Hesaplanan % Likorin Miktar:
Drog Miktarl Degerlel‘i |V|Iktal’ (ng)
(mg)
2711728 14.978 0.02496
NTA; 200 2703888 14.926 0.02493
2701034 14.907 0.02489
2708022 14.953 0.02497
NTA, 200 2721365 15.043 0.02513
2711759 14.978 0.02501
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Tablo 16°’nin Devami. NTA kodlu 6rnek tizerinde HPLC yontemi ile likorin miktar tayini

verileri
Drog Okunan Alan Hesaplanan % Likorin Miktar1
Drog Miktari Degerleri Miktar (mcg)
(mg)
2712502 14.983 0.02502
NTA; 200 2714784 14.999 0.02504
2699473 14.896 0.02487

Tablo 17. NTA Kodlu Ornek Uzerinde HPLC Yéntemi ile Likorin Miktar Tayini Verilerinin
Istatiksel Olarak Degerlendirilmesi

N

Ort.

St. Sapma (x10™) | Min.

Max.

0.02498

8.0467

0.02487

0.02513

Tablo 18. NTU kodlu 6rnek iizerinde HPLC yéntemi ile likorin miktar tayini verileri

Drog Okunan Alan He:saplanan % Likorin Miktari
Drog 1(\r/:11§l;)tar1 Degerleri Miktar (mcg)
6472658 40.072 0.06692
NTU, 200 6500850 40.260 0.06723
6470336 40.056 0.06689
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Tablo 18’in Devami. NTU kodlu 6rnek iizerinde HPLC yontemi ile likorin miktar tayini
verileri

Drog Okunan Alan He_saplanan % Likorin Miktari
Drog 1(\r/:11;<)tar1 Degerleri Miktar (mcg)
6544480 40.551 0.06772
NTU, 200 6534591 40.485 0.06761
6532041 40.468 0.06758
6479231 40.115 0.06699
NTU; 200 6477854 40.106 0.06698
6489565 40.184 0.06711

Tablo 19. NTU Kodlu Ornek Uzerinde HPLC Yé&ntemi ile Likorin Miktar Tayini Verilerinin
[statiksel Olarak Degerlendirilmesi

N Ort. St. Sapma (x107) Min. Max.

9 0.06723 32.7 0.06689 0.06772

1.6.3. Likorin Miktar Tayininin Validasyonu

ICH’ye gore (349) yontem gegerlilik parametrelerini igeren yontem

validasyon c¢alismasina ait sonuglar asaida verilmektedir.
1.6.3.1. Ozgiilliik (Segicilik)

Olmas1 beklenen diger bilesenlerin varliginda analitin tam olarak
degerlendirilebilmesi bu parametrenin temelini olusturmaktadir. Bu parametrede
analite yapica yakin olan baska molekiillerin varlifinda da ydntemin ayrimi net

olarak yapabilmesi esastir (349). Likorin standartlarina ve 6rnege ait kromatogramda
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da goriildiigii tizere, kolondan likorinin alikonma zamaninda likorin disinda bagka bir
molekiil gelmemektedir. Likorin piki herhangi bir pikle girisim yapmamaktadir.
Alikonma zamani (R=5.91-6.05) aralifinda likorin pikinin tamamin1 net sekilde

kromatogramda izleyebilmemiz yontemin likorine 6zgiilliigiinti gostermektedir.

1.6.3.2. Dogrusallik ve Tayin Arahg

ICH kilavuzunda dogrusalligin kontrolii i¢in en az bes konsantrasyon gerekli
oldugundan (349) standart likorin ¢ozeltileri bes ayr1 konsantrasyonda hazirlanmig ve
her bir konsantrasyon iizerinde HPLC cihazi ile {icer kez dlgtim yapilmistir. Likorin
konsantrasyonuna karsilik pik alanini veren kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve regresyon

denklemi hesaplanmustir.

Tayin araligi, 6rnek icindeki analitin, tanimlanan dogruluk ve kesinlik
parametrelerinde tayin edilebilen {ist ve alt derisimleri arasindaki araliktir.
Kalibrasyon egrisinde tayin edilebilen en diisiik derisimden, dogrusalliktan sapma
gosterdigi  derisime kadar olan derisim araligint kapsar (349). Calistigimiz
konsantrasyonlar dogrusallik acisindan kabul edilebilir oldugundan, maliyeti de

diisiiniilerek, tiim tayin araligini belirlemeye gidilmemistir.

1.6.3.3. Dogruluk (Gerceklik)

Kesinlik, dogrusallik ve 0Ozgiilliik parametrelerinin saglandigi kosullarda
dogruluk parametresi de saglanmis kabul edilmektedir. Kullanmis oldugumuz
yontem likorin i¢in kesinlik, dogrusallik ve 6zgiilliik parametrelerini saglamaktadir.
Buna ek olarak geri kazanim ¢aligmasi yapilmis ve sonuglar1 bagil hatalariyla birlikte
Tablo 20’de verilmistir. Sonuglar, ilave edilen ve oOlgiilen likorin miktarlar: ile
karsilastirmali olarak verilmis, Olgiilen degerlerin, dogru oldugu kabul edilen

degerlere yakinlig1 degerlendirilmistir.
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Tablo 20. Narcissus tazetta subsp. tazetta L. Ornegi Uzerinde Yapilmis Geri Kazanim
Calismas1 Sonuglari

Ornekteki
likorin
miktari

(ng/mL)

Ornege
eklenen
likorin
miktari
(ng/mL)

Ornekten geri
alinan miktar

(ng/mL)

Geri
Kazanim

(%)£STD

RSD (%)

15

7.5

22.272
22.635
22.596

22.474
22.037
22.026

22.237
22.792
22.696

99.64+0.28

1.2

15

15

29.721
29.735
29.823

29.784
29.978
29.901

29.183
29.871
29.213

98.97+0,29

0.98

15

30

44.347
44.413

44.063
44.302
44,473

44.199
44.338
44.013

98.37+0,16

0.37

134



1.6.3.4. Kesinlik

Kesinlik; giin i¢i tekrarlanabilirlik, giinler aras1 tekrarlanabilirlik ve
laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik olmak {izere ii¢ seviyede ifade edilebilen bir
parametredir. ICH kilavuzunda en az 9 Ol¢iim iizerinden verilmesi gerektigi
bildirilmistir(en az 3 farkli konsantrasyon tizerinde 3 tekrar 6lgiimii seklinde) (349).
Bu c¢alismada giinler arasi tekrarlanabilirligin ifade edilmesi ig¢in bes farkl
konsantrasyonda hazirlanmis likorin ¢ozeltisi lizerinde 3’er kez Ol¢lim yapilmistir.
Birbirini takip eden iki giin aymi laboratuvar kosullar1 ve ayni cihaz ile dl¢lim
tekrarlanarak verileri kaydedilmis ve her iki giin elde edilen veriler igin ayr1 ayri
kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Veriler arasindaki ortalama, standart sapma (SD) ve %

bagil standart sapma (RSD) degerleri hesaplanmustir.
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Tablo 21. Likorin ile Yapilmis Giinleraras: Tekrarlanabilirlik Calismas1 Sonuglari

1.Giin 2.Giin

Konsantrasyon | Ortalama Bagil Konsantrasyo | Ortalama Bagil
(pg/ml) +Standart Standart n (ng/ml) +Standart Standart
Likorin Sapma Sapma Likorin Sapma Sapma
(Baz) (%) (Baz) (%)
2.122 2.221

2.093 2.136+0.0515 | 2.4 1| 2.261 2.238+0.0200 | 0.9
2.193 2.232

4.384 4.383

2418 4.411+0.0247 | g 204322 4.378+0.0541 | 15
4.432 4.430

8.728 8.717

5012 8.827+0.1078 | 4, 35658 8.72+0.0641 |
8.812 8.786

22.301 22.344

57990 22.461+0.4695 | 5 4 4757738 22.5+0.2094 | g
22.093 22.418

44.330 44.849

44519 44.248+0.3205 | 5 7 5023710 44.248+0.5720 | 1 3
43.894 44.186
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1.6.3.5. Tayin Simir1 (LOD)

Ormek icindeki analitin nicel olarak tam bir deger ifade etmesine gerek
olmaksizin tayin edilebilen en diisiik miktarina tayin smir1 denmektedir. Tayin
siirinin belirlenmesi i¢in enstrumental olan veya olmayan pek ¢cok uygulama vardir.
Bu uygulamalardan kabul edilebilir olanlarindan biri; sinyal/giirtlti (S/G) baz
alinarak yapilan hesaplamadir. Bu yaklasim sadece taban ¢izgisinde giiriiltii var olan
analitik yontemler i¢in uygulanabilmektedir (349). Tayin sinir1 (LOD) hesaplanirken,
likorin igin Olglim yaptigimiz en diisiik konsantrasyon olan 2.5 pg/mL tuz (2.219
ug/mL baz) derisim tizerinden 10 kez 6lgiim yapilmis ve S/G oranlari kaydedilmistir
(Tablo 22). Tiim S/G oranlarinin ortalamasi alinarak, 2.5 pg/mL tuz (2.219 pg/mL
baz) konsantrasyonuna karsilik gelen S/G orani bulunmustur. Tayin smnir1 igin tipik
S/G orami 3:1°dir (349). Basit oran oranti hesabi ile S/G oraninin 3 oldugu

konsantrasyonun teorik olarak bulunmasi saglanmistir.

Tablo 22. Likorin igin Tayin Sinir1 Belirleme Verileri

Paralel No Sinyal/Giiriiltii
1 20.54

2 14.79

3 17.41

4 14.21

5 14.23

6 16.22

7 12.44

8 17.59

9 8.12

10 17.47
Ortalama=STD 15.302+3.4162
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LODLikorin: 0.4901
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1.6.3.7. Niceleme Sinir1 (LOQ)

Niceleme simnir1 bir 6rnegin igindeki analitin, uygun dogruluk ve kesinlik ile
kantitatif olarak tayin edilebilecegi en diisiik miktaridir. Niceleme simirinin
belirlenmesi i¢in enstrumental olan veya olmayan pek c¢ok uygulama vardir. Bu
uygulamalardan kabul edilebilir olanlarindan biri; sinyal/giiriiltii baz alinarak yapilan
hesaplamadir. Bu yaklasim sadece taban c¢izgisinde giriiltii var olan analitik
yontemler ig¢in uygulanabilmektedir(349). Niceleme simir1t (LOQ) hesaplanirken,
likorin i¢in Ol¢iim yaptigimiz en diisiik konsantrasyon olan 2.5 pg/mL derisimden
(2.219 pg/mL baz) 10 kez 6l¢iim yapilmig ve S/G oranlari kaydedilmistir (Tablo 23).
Tim S/G oranlarinin ortalamasi alinarak, 2.5 pg/mL konsantrasyona (2.219 pg/mL
baz) karsilik gelen S/G orani bulunmustur. Niceleme smirindaki tipik S/G orani
10:1°dir (349). Basit oran oranti hesab1 ile S/G oraninin 10 oldugu konsantrasyonun

teorik olarak bulunmasi saglanmaistir.

Tablo 23. Likorin i¢in Niceleme Sinir1 Belirleme Verileri

Paralel No Sinyal/Giiriiltii
1 20.54

2 14.79

3 17.41

4 14.21

) 14.23

6 16.22

7 12.44

8 17.59

9 8.12

10 17.47
Ortalama+STD | 15.302+3.4162

LOQLikorin=1.6337
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1.6.3.8. Saglamhk

Bir analitik yontemin saglamligi, metotta kiiciik fakat planlanmis degismelere

gidildiginde, yontemin degismeden kalma kapasitesidir ve giivenilirligin bir

gostergesidir (349). Yontemde gegerli 6lgiim sicakligi 25 °C iken planh sekilde 20 °C

ve 30 °C’e ayarlanmustir. Derisimi bilinen bes farkli &rnegin olgiimii yapilmustir.

Sonuglar birbiriyle karsilastirildiginda yontemin likorin miktar tayini agisindan

saglamlig1 dogrulanmstir.

Tablo 24. Likorin Miktar Tayini I¢in Kullanilan Y&ntemin Saglamlik Verileri

Konsantrasyon | Konsantrasyon | Konsantrasyon | Konsantrasyon
Ornek (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

20°C 25°C 30°C Ortalama+STD
1 25.083 25.503 25.003 25.1963+0.2686
2 31.415 31.379 31.017 31.2703+0.2201
3 43.024 44.237 41.167 42.8093+1.5462
4 22.428 22.465 22.542 22.4783+0.0581
5 44.010 44.030 44.017 44.0190+0.0101
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1.6.4 Galantaminin HPLC ile Miktar Tayini Prosediir Verileri

HPLC yontemini kullanarak drogdaki galantamin miktarini belirlemek igin

kullandigimiz standart ¢ozelti konsantrasyonlar1 ve karsilik gelen alan degerleri

Tablo 25’te verilmistir. Bu degerler iizerinden kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve

regresyon analizi yapilmistir.

Tablo 25. Galantaminin HPLC ile Miktar Tayini Verileri

Konsantrasyon (nug/mlL)

(Galantamin Hidrobromiir)

Konsantrasyon (ug/mlL)

(Tuz tartimina karsilik gelen
baz haldeki Galantamin)

Alan Degerleri (cm®)

0.5 0.390 275440
1 0.780 490500
2.5 1.951 1130097
5 3.902 2222804
10 7.803 4275293

4000000

3000000

2000000

1000000

o

galantamin
Y =66910+542125*X R”"2 =0.9994 W: Equal

.//

o

/

/

////

o

1

2

3

4 5 6

ug/ml

Sekil 3.Galantamin Standart Olgii Egrisi ve Regresyon Denklemi

7

8
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STDS5-3#37825 RT: 7.88 AV: 1 SM: 9G NL: 6.89E5 microAU

100000
288.00

— 322.00 340.00 370.00 380.00

L s s s L e e s e s e s B L e e s s s R L e
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
wavelength (nm)

Spektrum 4. Standart Galantamine Ait UV Spektrumu

o

1.6.5. Ekstrelere Ait Galantamin Miktar Tayini Bulgulari

Ekstrelerde bulunan galantamine ait UV spektrumlart Spektrum 4. ve Spektrum 5’te
yer almaktadir.

NT-S1-1#37825 RT: 7.88 AV:1 SM:9G NL: L84ES microAU

205.00

280,00 292.00

10000 314.00 o0
362,00
J\s2100 saa00 TR 41400 441.00 451.00 470.00 489.00 502.00 53300 557.00 58500 595.00
L e e L e s e B L o e e e e e S
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 60 80 500 520 540 560 580 600

wavelength (nm)

Spektrum 5. NTA Kodlu Ornekteki Galantamine Ait UV Spektrumu
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nty2-1 #37633 RT: 7.84

oooooo

zzzzzz

000000

00000

AV:1 SM:11G NL: 6.56E4 microAU

00000

00000

wavelength (nm)

Spektrum 6. NTU Kodlu Ornekteki Galantamine Ait UV Spektrumu

galantamin miktarlar1 Tablo 26’da verilmistir.

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi ile belirlenen

Tablo 26. NTS kodlu 6rnek tizerinde HPLC yontemi ile galantamin miktar tayini verileri

Drog Drog Miktar1 | Okunan Alan | Hesaplanan % Galantamin Miktar1
(mg) Degerleri Miktar (mcg)
1699974 3.012 0.00503
NTA; 200 1693926 3.001 0.00501
1698833 3.010 0.00503
1715338 3.041 0.00508
NTA, 200 1714436 3.039 0.00507
1738872 3.084 0.00515
1792179 3.182 0.00531
NTA; 200 1791151 3.181 0.00531
1777930 3.156 0.00527
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Tablo 27. NTA Kodlu Ornek Uzerinde HPLC Yontemi ile Galantamin Miktar Tayini

Verilerinin Istatiksel Olarak Degerlendirilmesi

N

Ort.

St. Sapma (x107)

Min.

Max.

9

0.00514

12.5

0.00501

0.00531

Tablo 28. NTU kodlu 6rnek iizerinde HPLC ydntemi ile galantamin miktar tayini verileri

Drog Drog Miktar1 | Okunan Alan | Hesaplanan % Galantamin Miktan
(mQ) Degerleri Miktar (mcg)
2012902 3.590 0.00599
NTU; 200 1968255 3.507 0.00586
1748671 3.102 0.00518
1962144 3.496 0.00584
NTU, 200 1926112 3.429 0.00573
1891756 3.366 0.00562
1697272 3.007 0.00502
NTU; 200 1697747 3.008 0.00502
1716528 3.043 0.00508

Tablo 29. NTU Kodlu Ornek Uzerinde HPLC Yontemi ile Galantamin Miktar Tayini

Verilerinin Istatiksel Olarak Degerlendirilmesi

N

Ort.

St. Sapma (x10”)

Min.

Max.

0.00548

40

0.00502

0.00854
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1.6.6. Galantamin Miktar Tayininin Validasyonu

ICH’ye gore (349) yontem gegerlilik parametrelerini igeren yontem

validasyon c¢aligsmasina ait sonuglar asaida verilmektedir.

1.6.6.1. Ozgiilliik (Segicilik)

Galantamin standartlarina ve 6rnege ait kromatogramda da goriildiigii tizere,
kolondan likorinin alikonma zamaninda galantamin disinda baska bir molekiil
gelmemektedir. Galantamin piki herhangi bir pikle girisim yapmamaktadir.
Alikonma zamani (R¢= 7.76-7.81) araliginda galantamin pikinin tamamin1 net sekilde

kromatogramda izleyebilmemiz yontemin galantamine 6zgiilliigiinii géstermektedir.

1.6.6.2. Dogrusallik ve Tayin Arahgi

ICH kilavuzunda dogrusalligin kontrolii i¢in en az bes konsantrasyon gerekli
oldugundan(349) standart galantamin ¢ozeltileri bes ayr1 konsantrasyonda
hazirlanmis ve her bir konsantrasyon iizerinde HPLC cihaz ile iiger kez Ol¢iim
yapilmistir. galantamin konsantrasyonuna karsilik pik alanini veren kalibrasyon

egrisi ¢izilmis ve regresyon denklemi hesaplanmistir.

Tayin araligi, 6rnek icindeki analitin, tanimlanan dogruluk ve kesinlik
parametrelerinde tayin edilebilen st ve alt derisimleri arasindaki araliktir.
Kalibrasyon egrisinde tayin edilebilen en diisiik derisimden, dogrusalliktan sapma
gosterdigi derisime kadar olan derisim araligint kapsar (349). Calistigimiz
konsantrasyonlar dogrusallik agisindan kabul edilebilir oldugundan, maliyeti de

diistiniilerek, tiim tayin araligini belirlemeye gidilmemistir.

1.6.6.3. Dogruluk (Gerceklik)

Kesinlik, dogrusallik ve ozgiillik parametrelerinin saglandigi kosullarda
dogruluk parametresi de saglanmis kabul edilmektedir (349). Kullanmis oldugumuz
yontem galantamin icin kesinlik, dogrusallik ve 0zgiillik parametrelerini
saglamaktadir. Buna ek olarak geri kazanim calismasi yapilmig ve sonuglar1 bagil
hatalariyla birlikte Tablo 30°da verilmistir. Sonuglar ilave edilen ve Olgiilen
galantamin miktarlar ile karsilastirmali olarak verilmis, Olgiilen degerlerin, dogru

oldugu kabul edilen degerlere yakinlig1 degerlendirilmistir.
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Tablo 30. Galantamin ile Yapilmis Geri Kazanim Calismasi Sonuglari

Ornekteki
galantamin
miktari

(ng/mL)

Ornege
eklenen
galantamin
miktari

(ng/mL)

Ornekten geri
alinan miktar

(ng/mL)

Geri
Kazanim

(%)£STD

RSD (%)

1.5

4.497
4.354
4.381

4.424
4.435
4.419

4.376
4.333
4.347

97.69

1.19

6.013
5.949
5.990

6.021
5.948
5.966

5.974
5.994
5.824

99133

0.98

8.826
8.908

8.990
8.936
8.853

8.615
8.971
8.914

98.78

1.37

1.6.6.4. Kesinlik

Kesinlik; glin i¢i tekrarlanabilirlik, giinler aras1 tekrarlanabilirlik ve
laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik olmak {izere ii¢ seviyede ifade edilebilen bir
parametredir. ICH kilavuzunda en az 9 Ol¢liim iizerinden verilmesi gerektigi
bildirilmistir (en az 3 farkli konsantrasyon iizerinde 3 tekrar 6l¢iimii seklinde). Bu

calismada giinler aras1i tekrarlanabilrligin ifade edilmesi i¢in bes farkh
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konsantrasyonda hazirlanmis galantamin ¢ozeltisi

tizerinde 3’er kez Olglim

yapilmustir. Birbirini takip eden iki giin ayni laboratuvar kosullar1 ve ayni cihaz ile

Ol¢iim tekrarlanarak verileri kaydedilmis ve her iki giin elde edilen veriler i¢in ayr1

ayr kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Veriler arasindaki ortalama, standart sapma (SD)

ve % bagil standart sapma (RSD) degerleri hesaplanmistir.

Tablo 31. Galantamin ile Yapilmis Giinleraras: Tekrarlanabilirlik Calismasi1 Sonuglari

1.Giin 2.Giin
Konsantras | Ortalama Bagil Konsantras | Ortalama Bagil
yon (ug/ml) | +Standart Standar yon (ng/ml) | +Standart Standar
Galantamin | Sapma t Galantami | Sapma t
(Baz) Sapma n Sapma
(%) (%)
(Baz)
0.377 0.394
110.393 0.385+0.0084 | 2.2 0.393 0.394+0.0007 | 0.2
0.384 0.395
0.764 0.773
2 [0.797 0.781+0.0168 | 5 4 0.785 0.782+0.0081 | 1
0.783 0.789
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Tablo31’in Devami. Galantamin ile Yapilmis Giinlerarasi Tekrarlanabilirlik Calismasi
Sonuglari

1.Giin 2.Giin
Konsantras | Ortalama Bagil Konsantrasy | Ortalama Bagil
yon (ug/ml) | +Standart Standart on (pg/ml) +Standart Standart
Galantamin | Sapma Sapma Galantamin | Sapma Sapma
0, 0,
(Baz) (%) (Baz) (%)
1.955 1.926
31997 3[1.957 1.968+0.0470 | 54
1.961+0.0331 | 1.7
1.932 2.019
4.061 3.878
413920 3.97740.0743 43874 3.909+0.0570 | 1 5
1.9
3.949 3.975
7.668 7.893
57887 57765 7.795+0.0870 | 1 ¢
7.763+0.1122 | 14
7.733 1.727

1.6.6.5. Tayin Simir1 (LOD)

Ormnek icindeki analitin nicel olarak tam bir deger ifade etmesine gerek
olmaksizin tayin edilebilen en diisiik miktarina tayin smiri denmektedir. Tayin
siirmin belirlenmesi i¢in enstrumental olan veya olmayan pek ¢ok uygulama vardir.
Bu uygulamalardan kabul edilebilir olanlarindan biri; sinyal/giiriiltii baz alinarak
yapilan hesaplamadir. Bu yaklasim sadece taban ¢izgisinde giiriiltii var olan analitik
yontemler i¢in uygulanabilmektedir (349). Tayin sinir1 (LOD) hesaplanirken,
galantamin i¢in Ol¢lim yaptigimiz en diisiik konsantrasyon olan 0.5 pg/mL tuz
derisimden (0.390 pg/mL baz) 10 kez O&lglim yapilmis ve S/G oranlart
kaydedilmistir. Tim S/G oranlarinin ortalamasi alinarak, 0.5 pg/mL konsantrasyona
(0.390 pg/mL baz) karsilik gelen S/G orani bulunmustur. Basit oran oranti hesabi

ile S/G oraninin 3 oldugu konsantrasyonun teorik olarak bulunmasi saglanmistir.
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Tablo 32. Galantamin i¢in Tayin Sinir1 Belirleme Verileri

Paralel No Sinyal/Giiriiltii
1 3.87

2 4.02

3 4.38

4 3.67

5 4.71

6 2.29

7 4.38

8 4.39

9 2.82

10 4.5
Ortalama+STD: 3.903+0.7848

LODg,=0.3843

1.6.6.6. Niceleme Simir1 (LOQ)

Niceleme sinir1 bir 6rnegin i¢indeki analitin, uygun dogruluk ve kesinlik ile
kantitatif olarak tayin edilebilecegi en diisiik miktaridir. Niceleme sinirinin
belirlenmesi i¢in enstrumental olan veya olmayan pek ¢ok uygulama vardir. Bu
uygulamalardan kabul edilebilir olanlarindan biri; sinyal/giiriiltii baz alinarak yapilan
hesaplamadir. Bu yaklagim sadece taban cizgisinde giiriilti var olan analitik
yontemler igin uygulanabilmektedir(349). Niceleme simir1 (LOQ) hesaplanirken,
galantamin i¢in Ol¢iim yaptigimiz en diisiik konsantrasyon olan 0.5 pg/mL

derisimden (0.390 pg/mL baz) 10 kez Olglim yapilmis ve S/G oranlart
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kaydedilmistir. Tiim S/G oranlarinin ortalamasi alinarak, 0.5 pg/mL konsantrasyona
(0.390 pg/mL baz) karsilik gelen S/G orani bulunmustur. Niceleme siirindaki tipik
S/G oram1 10:1°dir. Basit oran oranti1 hesabi ile S/G oranmin 10 oldugu

konsantrasyonun teorik olarak bulunmasi saglanmaistir.

Tablo 33. Galantamin i¢in Niceleme Sinir1 Belirleme Verileri

Paralel No Sinyal/Giiriiltii
1 3.87

2 4.02

3 4.38

4 3.67

5 4,71

6 2.29

7 4.38

8 4.39

9 2.82

10 4.5
Ortalama+STD: 3.903+0.7848

LOQg=1.281

1.6.6.7. Saglamhk

Bir analitik yontemin saglamligi, metotta kiiclik fakat planlanmis degismelere
gidildiginde, yontemin degismeden kalma kapasitesidir ve gilivenilirligin bir
gostergesidir. Yontemdeki gegerli 6lgiim sicakligi 25 °C iken planlh sekilde 20 °C ve

30 °C’e ayarlanmis ve derisimi bilinen bes farkli drnegin olciimleri yapilmustir.
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Sonuglar birbiriyle karsilastirildiginda yontemin galantamin miktar tayini agisindan

saglamlig1 dogrulanmistir.

Tablo 34. Galantamin Miktar Tayini I¢in Kullanilan Yéntemin Saglamlik Verileri

Ornek Konsantrasyon | Konsantrasyon | Konsantrasyon | Konsantrasyon
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
20°C 25°C 30°C Ortalama+STD
1 4.900 4.994 4.960 4.951+0.0479
2 5.051 4.968 5.011 5.010+0.0413
3 10.430 10.987 10.221 10.546+0.3960
4 3.975 3.984 3.855 3.938+0.0720
5 7.490 7.590 7.379 7.487+40.1058

2 Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) Yontemiyle Alkaloit

Tespiti Calismalarina Ait Bulgular
GC-MS yoéntemi kullanilarak NTA ve NTU kodlu &rneklerde tespit edilen alkaloitler

Tablo 35 ve 36’da yer almaktadir.

Tablo 35. NTU Kodlu Ornegin Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS)
Yontemiyle Alkaloit Tespiti Analizine Ait Bulgular

Alkaloit R.T. (dk) | [M'] (%) | Karakteristik Iyonlar Yiizde | Literat

m/z (%) Mikta | iir
r

Galantamin 19.69 287(78) 286(100), 244(32), 7.88 (327)
230(17), 216(35), 174(34),
128(14), 115(23)

Sanguinin 19.93 273(100) | 272(89), 256(22), 230(35), | 0.93 (327)
160(70)

Narvedin 20.59 285(79) 284(100), 242(26), 216(25), | 0.74 (327)
199(37), 174(37)

Anhidrolikorin | 20.89 251(40) 250(100), 192(18), 191(23) | 3.34 (327)
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Tablo 35’in Devami. NTU Kodlu Ornegin Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-
MS) Yontemiyle Alkaloit Tespiti Analizine Ait Bulgular

Alkaloit R.T. (dk) | [M"] (%) | Karakteristik Iyonlar Yiizde | Literat

m/z (%) Mikta | ir
r

MW 275* 21.22 275(100) | 274(28), 247(20), 246(34), |3.80 |-
228(32), 204(78), 203(82),

MW 317* 22.52 317(100) | 259(15), 258(81), 229(42), | 4.17 |-
203(35), 202(33)

MW 265* 22.67 265(76) 264(100), 250(13), 248(22), | 1.30 -
220(20), 207(51)

MW 389* 22.97 389(34) 388(34), 358(39), 266(23), | 5.94 -
242(15), 241(39),
228(100),207(29)

Likorin 23.34 287(18) | 268(16), 250(13), 227(65), | 31.54 | (327)
226(100), 211(6), 147(17)

MW 315* 23.62 315(21) | 297(6), 284(7), 24(36), 473 |-
241(92), 240(100), 228(7)

Psadolikorin 24.00 289(21) | 288 (13), 270(14), 230(14), | 0.83 | (193)
229(67), 228(100)

1-O-Asetil-3-O- | 24.08 389(-) 357(52), 326(99), 298(27), | 18.37 | (149)

metilnarsissidin 284(51), 266(100), 258(87),
228(99)

11- 24.65 333(11) | 332(13), 314(14), 284(19), |1.48 | (149)

hidroksigalantin 266(14), 259(100), 258(99),
240(24), 162(18), 141(22)

Narsissidin 24.76 333(9) 332(21), 315(55), 242(23), | 4.92 (350)
284(100), 258(44), 230(62),
228(53)

MW 295* 24.97 295(88) | 294(100), 278(10), 251(5), | 9.36 | -
207(11), 148(15)

MW 295 26.46 295(26) | 294(38), 281(33), 253(16), | 0.65 |-

izomeri* 207(100), 191(23)

* Elimizdeki veriler molekiil yapisin1 aydinlatmak i¢in yeterli olmadigindan molekiil

agirliklar ile adlandirtlmistir.
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Tablo 36. NTA Kodlu Ornegin Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS)
Yontemiyle Alkaloit Tespiti Analizine Ait Bulgular

Alkaloit R.T. M1 Karakteristik Iyonlar Yiizde | Literatiir
(dk) (%) miz (%) Miktar

Galantamin 19.69 | 287(79) | 286(100), 244(31), 230(16), | 4.14 | (327)
216(37), 174(45), 128(20),
115(32)

Narvedin 20.59 | 285(86) | 284(100), 242(28), 216(24), | 0.35 | (327)
199(38), 174(52)

Demetilmaritidin | 20.88 | 273(100 | 230(28), 201(85), 189(80), | 1.20 | (327)

) 174(21)

O- 21.33 [ 273() | 180(25), 137(100), 122(5), | 0.46 | (351)

Metilnorbelladin 107(5), 77(6)

Pankratinin-C 21.69 | 287(45) | 203 (49), 188 (77), 176 0.01 | (352)
(100), 161 (36), 148 (75)

MW 317* 2251 | 317(95) | 258(80), 228(74), 207(100), | 0.55 | -
203(41), 191(42), 187(48)

MW 265* 22.67 | 265(72) | 264(100), 248(23), 220(21), | 2.46 | -
207(18), 191(32), 178(36)

Galantin 22.90 | 317(12) | 316(12), 298(7), 284(9), 230 | (327)
268(12), 266(10), 244(14),
243(84), 242(100)

MW 389* 22.97 | 389(57) | 358(81), 264(42), 241(69), | 13.23 | -
228(100), 129(44)

Likorin 2334 | 287(15) | 268(14), 250(13), 227(64), | 16.37 | (327)
226(100), 211(5), 147(19)

9-0- 23.64 | 303(17) | 284(14), 243(61), 242(100) | 14.67 | (353)

Metilpsodolikorin

11- 2468 | 333(11) | 332 (13), 314 (13), 284 155 | (149)

hidroksigalantin (19), 266 (15), 259 (91),
258 (100), 240
(25), 162 (18), 141 (25)

9-O-demetil-2a- | 24.81 | 317() | 126(9),125(100),124(10), |z (264)

hidroksihomoliko 96(41) miltarda

rin

Narsissidin 24.83 | 333(6) | 332(15), 315(45), 242(27), | 26.34 | (350)
284(100), 258(39), 230(56),
228(57)

MW 295* 2498 | 295(87) | 294(100), 278(10), 207(12), | 6.40 | -
194(11), 147(18)

MW 281* 25.20 | 281(80) | 280(100), 264(16), 236(22), | 7.58 | -
219(7), 194(20)

MW 295 26.48 | 295(75) | 294(100), 281(23), 278(14), | 215 | -

izomeri* 250(14), 207(65), 191(17)
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* Elimizdeki veriler molekiil yapisini aydinlatmak i¢in yeterli olmadigindan molekiil
agirliklar ile adlandirilmistir.
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3. izolasyon ve Biyoaktivite Calismalarina Ait Bulgular

3.1. izolasyonla Elde Edilen Bilesiklere Ait Bulgular

3.1.1 NT1 Bilesigine Ait Spektral Bulgular

[a]®p : -65.3 (MeOH; ¢ 0.14)

ESI Kiitle (Spektrum 7)
m/z: 288.31 [M+H]"

'H NMR (Spektrum 8)

(500 MHz, CDsOD): & 6.89 (1H, s, H-10), 6.66 (1H, s, H-7), 5.929 (2H, d, J=1.5 Hz,
OCH,0), 5.56 (1H, brs, H-3), 4.48 (1H, brs, H-1), 4.18 (1H, m, H-2a), 4.13 (1H, d,
J=15.0 Hz, H-6f), 3.56 (1H, d, j=15 H-6a), 3.37 (1H, m, CD;0OD-su piki ile cakisik,
H-128), 2.9 (1H, d, J=10 Hz, H-4a), 2.72 (1H,d, j=10, H-10b), 2.70-2.65 (1H, m, H-
110), 2.64-2.56 (1H, m, H-11p), 2.46 (1H, g, J=9 Hz, H-12¢) ppm.

Genisletilmis "H NMR (Spektrum 9)
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3.1.2. NT2 Bilesigine Ait Spektral Bulgular

[a]%b: -36.2 (MeOH:; ¢ 1.5)

ESI Kiitle (Spektrum10)
m/z: 290.36 [M+H]"

'H NMR (Spektrum 11)

(500 MHz, CD;0OD): & 6.87 (1H, s, H-10), 6.73 (1H, s, H-7), 5.55 (1H, brs,H-3),
4.48 (1H, s, H-1), 4.18 (1H, m, H-2a), 4.16 (1H, d, J= 15.0 Hz, H-6p), 3.84 (3H, s,
O-Me), 3.56 (1H, d, J=15 Hz, H-6a), 3.37 (1H, m, CD30OD-su piki ile ¢akisik, H-
128), 2.88 (1H,d, J=10, H-4a), 2.72 (1H,d, J=10, H-10b), 2.67 (1H, m, H-11a),
2.61(1H, m, H-11p), 2.44 (1H, g, J=10, H-124) ppm.

Genisletilmis *"H NMR (Spektrum 12)

NOESY (Spektrum 13)

Genisletilmis NOESY (Spektrum 14)

159



nuwnappedg opny 1y ouIgsafig ¢IN ‘0T Wnipjads

Zju
009 058G 008 05¥ 00 0ge 00¢ 08¢ 00¢
[T FPUPY PO U PO DPOY PPN OO UV DUOL PYPY PPN PPN FEPPY PPN PO UL RPN PYRY P POV PO NP PP , [ : | hssbusglisal [ | ___ ___ I

Lisayl Lt
T . © ; N T o 1 T I L Ly ._ '
Vo085 06595 U025 6901y L6GZr 8983  GESVE|pooe | occiz OVYSC grgoz zoell

Hiee

YA

Gl
2065 0Z
74
0
¢
0¥
7
6Ly 0s

05 062 56
09

59
01
74
08
68
06
6
00k

¢l €8

160

aoUBPUNgY SANE SN



nwinIpjads HIAN H,; 1V QuISIsog ¢IN "TT wnaiads

(wdd) 14
e be 9'¢ 8'¢ 0'€ [ v'e 9'¢ 8'¢ (VR4 (4 20 4 4 9y 8’y 0's 'S v'S 9'S 8'S 0’9 9 ¥'9 9’9 89 0/
L M R M R M - [ T [ T I M R M R M R M - [ T [ T I
0z~ S &8585 & ¥ S28 282 aa = = 5 5
] IS IR i i % A% ] i "
L < ) < " i <
|
|
09 -
08 -
00T
0CT
obT -
097
08T
00¢+
\ / 1/ R
0¢e \ \\
0t
09¢
08¢+
| 2N 2N A N AN | o-devain
NN N w ww w H A BN I [
00€ 2555223 98 G 29 S AN & & J0 ”ROLO¥Ud

161



nwinads YIAN H; STWIAISIUSD 1y duIFisafig 7N 2T Wwniifads

(ued)
(uuad) €0 ¥T ST 9T LU §T 6T 0C TEOTE £ ¥E ST O9C LE 8C 6T 0v TP U £ 4
Ev by b 9% Lb 8% 6% 0C TS TS €9 S ¢S 99 L9 §9 69 09 19 79 €9 ¥9 §9 99 L9 89 69 0L Lol b b b b b b b b b b b b b b b b b b bl
T T T T T S S T T T T B | [, ] " ouwo oK
° B o rou nn
o : bk L A 8 L,
i i Lo
N y v y ?
074 < |
|
0b4
094
094
084
084
0014
007+
w 077+
i 01
] o
w1 087
002
002 s , L \
04 i \ \
0 0
0924 0924
0 0
v ; } o dh DU ol 1 s
104 3 § Y 1080104 g Edde 2 W & ¢ {9 § 355 J0N0L0Y

162



(wdd) 14

WA

04

S'94

0'9

§'S

0S4

S+

0t

S'€

0€+

S'CH

0'¢+

0¢

nwnpyedg ASHON NV uIgise[ig ZIN ‘€T wnipyeds

(wdd) 74
Sy

09 S’9 0L S’/

AS3ION-INIJODATOANISd
T0 ASION™ ASION-ININOIAT10ANISd

[

W

|

163

g
==
W



PSEUDOLYCORINE-NOESY_NOESY_01
PSEUDOLYCORINE-NOESY

{4.45,6.85&

{3.81,5.71%F

Spektrum 14. NT2 Bilesigine Ait Genisletilmis NOESY spektrumu

4.0 3.9 3.8 3.7

Tablo 37. NT2 Bilesigine Ait NOESY Bulgulari

5.9

6.0

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

6.8

6.9

r7.0

r7.1

r7.2

3.4

H H ©) NOESY

1 4.48 H-10, H-10b
2 4.18 H-3, H-11a, H-4a
3 5.55 H-2

4a 2.88 H-2

6ot 3.56 H-65

68 4.16 H-6a

7 6.73 0-Me

10 6.87 H-1

10b 2.72 H-1

11a 2.67 H-2, H-12a
115 2.61 H-128

12a 2.44 H-11a

128 3.37 H-115
O-Me 3.84 H,

f1 (ppm)



3.1.3. NT3 Bilesigine Ait Spektral Bulgular

[a]®b: -25 (0.4; EtOH)

ESI Kiitle (Spektrum15)
m/z: 304.31 [M+H"]

'H NMR (Spektrum 16)

(500 MHz, CD30D): 6 6.82 (1H, s, H-10), 6.69 (1H, s, H-7), 5.37 (1H, s, H-3), 4.34
(1H, s, H-1), 4.05 (1H, d, J= 15.0 Hz, H-6p), 3.99 (1H, brs, H-2a), 3.75 (3H, s, O-
Me), 3.71 (3H, s, O-Me), 3.33(1H, m, CD30D-su piki ile ¢akisik, H-6f), 3.23 (1H.t,
J=5, H-12p), 2.61 (1H, d, J=10, H-4a), 2.54 (1H, d, H-10b), 2.50(1H, m, H-11p),
2.45 (1H,m, H-11a), 2.21 (1H, q,H-120) ppm.

Genisletilmis "H NMR (Spektrum 17)

'H,'H-COSY (Spektrum 18)
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Tablo 38. NT3 Bilesigine Ait '"H NMR ve *H,"H COSY Spektral Bulgular:

H TH(5) '"H,'H -cosy

1 4.34 H-1, H-2a

20 3.99 H-2a, H-3

3 5.37 H-3, H-2a

4a 2.61 -

6a 333 H-60, H-6

68 4.05 H-65 , H-6a

7 6.69 .

10 6.82 ;

10b 2.54 -

11a 2.45 H-11a, H-128, H-12a
118 2.50 H-118, H-128, H-12a
12a 2.21 H-12¢, H-11a

128 3.23 H-128, H-11a, H-118
O-CHs 3.75 5

O-CHs 371 5
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3.1.4. NT4 Bilesigine Ait Spektral Bulgular

[0]®p = -43.1 (0.56, CHClI;)

ESI Kiitle (Spektrum19)
m/z = 334.41 [M+H]"

'"H NMR (Spektrum 20)

(500 MHz, CD;0D): & 7.02 (1H, s, H-10), 6.89 (1H, s, H-7), 5.76 (1H,d, J=2.5 Hz, H-11a),
4.76 (1H, brs, H-34), 4.63 (1H, d, J= 1.5 Hz, H-1B), 4.09 (1H, d, J= 16 Hz, H-68), 4.02 (1H,
m, H-12a), 3.98 (1H, m, H-4a), 3.88, (3H, s, O-Me), 3.84, (3H, s, O-Me), 3.73 (1H,t, J=4;
J=3.5 Hz, H-20), 3.65 (1H,d, J=16 Hz, H-6a), 3.60 (1H, m, H-128), 3.48 (3H, s, O-Me ),

2.85 (1H, dd, J=14 J=1.5 Hz H-10b) ppm.
Genisletilmis "H NMR (Spektrum 21, 22)

“C NMR (Spektrum 23)

(500 MHz, CD;0D): § 121.5 (C-11), 111.1 (C-7), 108.4 (C-10), 81.4 (C-2), 67.8 (C-3), 67.7
(C-1), 62.5 (C-44), 61.6 (C-12), 56.9 (2-O-CHy), 55.32 — 55.31(8-9-O-CHby), 54.2 (C-6), 40.7

(C-10b) ppm.
Genisletilmis *C NMR (Spektrum 24)
HSQC (Spektrum 25)

Genisletilmis HSQC (Spektrum 26)

'H,'H-COSY (Spektrum 27)
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Tablo 39. NT4 Kodlu Bilesigin 1D ve 2D NMR Spektral Bulgulari

H 'H(5) B¢ (8)/HSQC 'H,'H-CcOSsY

18 4.63 67.7 H-18, H-3p

20 3.73 81.4 H-20, H-3p

38 4.76 67.8 H-34, H-18, H-2a

4a 3.98 62.5 H-4a- H-10b

6o 3.65 H-6a, H-68
54.2

68 4.09 H-6/3, H-6a

7 6.89 111.1 .

10 7.02 108.4 -

10b 2.85 40.7 H-10b, H-4a

1la 5.76 1215 H-11a, H-120a,, H-128

120 4.02 H-120, H-11a
61.6

128 3.60 H-128, H-11a

O-CHs 3.88 56.9 -

O-CHs 3.84 55.32 -

O-CHs 3.48 55.31 -
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3.1.5. NTS5 Bilesigine Ait Spektral Bulgular

[a]®p = +78 (0.06, CHCI5)

ESI Kiitle (Spektrum28)
m/z = 334.43 [M+H]"

'"H NMR (Spektrum 29)

(500 MHz, CD;0D): 3 6.9 (1H, s, H-10), 6.77 (1H, s, H-7), 5.91 (1H, brs, H-3),
4.77 (1H, td, J=8.5; J=2.5 Hz H-11), 4.68 (1H, s, H-1), 4.09 (1H, d, J= 17.5 Hz, H-
68), 3.88 (3H, s, O-Me), 3.83(1H, m, H-2), 3.82 (3H, s, O-Me), 3.63-3.58, (2H, m,
H-128 ve H-6a ), 3.56 (3H, s, O-Me), 3.144(1H, d-d, J=14 J=2 Hz, H4a), 2.58
(1H,d, J=13 Hz, H-10b), 2.36 (1H, g, H-12¢) ppm.

Genisletilmis '"H NMR (Spektrum 30, 31, 32)

3C NMR (Spektrum 33)

(500 MHz, CD3;0D): & 149.4 (C-9), 149.2 (C-8), 146.7 (C-4), 129.5 (C-6a), 128.5
(C-10a), 120.7 (C-3), 112.2 (C-7), 110.0 (C-10), 82.8 (C-2), 71.6 (C-11), 68.4 (C-1),
63.4 (C-12), 61.4 (C-4a), 58.2 (2-O-CHj), 57.0 (C-6), 56.7 (9-O-CHs), 56.6 (8-O-
CHjs), 42.13 (C-10b) ppm.

Genisletilmis *C NMR (Spektrum 34)

HSQC (Spektrum 35)

Genisletilmis HSQC (Spektrum 36)
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Tablo 40. NT5 Kodlu Bilesigin 1D ve 2D NMR Spektral Bulgulari

H 'H(5) B¢ (8)/HSQC
1 4.68 68.4
2 3.83 82.8
3 5.91 120.7
4a 3.14 61.4
6a 3.58-3.62 57.0
6f 4.09

7 6.77 112.2
10 6.99 110.0
10b 2.58 421
11 4.77 716
12a 2.36 63.4
128 3.58-3.62

O-CH; 3.88 56.6
O-CH; 3.82 56.7
O-CH; 3.56 58.2

192



3.1.6. NT6 Bilesigine Ait Spektral Bulgular

[a]®b = -108.5 (0.25; EtOH)

ESI Kiitle (Spektrum 37)
m/z = 288.31 [M+H]"

'H NMR (Spektrum 38)

(500 MHz, CD3;0D): & 6.76 (1H, d, J=8 Hz, H-8), 5 6.67 (1H, d, J=8,5 Hz, H-7), &
6.16 (1H,d, J=10 Hz, H-4a), & 5.94 (1H, dd, J=10.5; 4.5 Hz, H-4), § 4.57 (1H, t.
benzeri, H-1), & 4.17 (1H, t, J=4.5 Hz, H-3), § 4.12 (1H, d, J=15H-60), & 3.83 (3H.s,
O-Me), 5 3.70, (1H, d, J= 15 Hz, H-6p), & 3.26, (1H, t, J=13,5 Hz, H-12p), & 3.04
(1H,dt.benzeri, J=14 Hz, H-120), § 2.51 (1H, dd, J=16; 1.5 Hz, H-28), & 2.40(3H, s,
N-Me), § 2.17- 2.08 (2H, m, H-11a ve H-2a), § 1.68 (1H, dd, J=14; 3.5 Hz, H-11p)
ppm.

Genisletilmis '"H NMR (Spektrum 39)
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3.1.7. NT7 Bilesigine Ait Spektral Bulgular

[a]®p = +107 (0.1; EtOH)

ESI Kiitle (Spektrum 40)
m/z = 318.13 [M+H]"

'H NMR (Spektrum 41)
(500 MHz, CD3;0D): § 7.54 (1H, s, H-7), 6.99 (1H, s, H-10), 5.69 (1H, brs., H-3),
4.58 (1H, brs., H-1), 4.27 (1H, m, H-2), 3.94 (3H,s, O-Me), 3.18 (1H, m, H-12a),

2.84 (1H, dd, J=12.5; 2.5 Hz, H-10b), 2.65 (1H, brd., H-4a), 2.61-2.54 (2H, m, H-
11), 2.33 (1H, g, H-12p), 2.07 (3H, s, N-Me) ppm.

Genisletilmis "H NMR (Spektrum 42)

NOESY (Spektrum 43)
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|

NTA43-50-P3-NOESY_NOESY_01

NTA43-50-P3-NOESY i [ 20
{5.95,2.81& - - " - r2.5
. F30
/J r3.5
£ A oo
. g Las
e k5.0
. s
H6o
Hes
- 7.0
o 7.5
75 70 65 60 55 sf.ofz (ppm;{.s 40 35 30 25 20
Spektrum 43. NT7 Bilesigine Ait NOESY Spektrumu
Tablo 41. NT7 Bilesigine Ait NOESY Bulgulari
H 'HE) NOESY
1 458 H-10b, H-2
2 4.27 H-1
3 5.69 H-10
4a 2.65 H-10b, N-Me, H-128
7 7.54 O-Me
10 6.99 H-10b, N-Me
10bao 2.84 N-Me
11 2.61-2.54 H-128, H-12a
120 3.18 H-11
128 2.33 N-Me
O-Me 3.94 H-7
N-Me 2.07 H-12p4, H-10b, H-10

201

f1 (ppm)



3.1.8. NT8 Bilesigine Ait Spektral Bulgular

[a]®p = - 15 (0.02; MeOH)

ESIKitle (Spektrum 44)
m/z = 288.32 [M+H]"

'H NMR (Spektrum 45)

(400 MHz, CD30D): & 6.59 (1H, s, H-10), & 6.54 (1H, s, H-7), & 5.99 (1H, dd,
J=10.4; J=1.6 Hz, H-2), § 5.87 (2H, s, OCH,0), § 5.72 (1H, dd, J= 10.4; J=1.2 Hz,
H-1), & 4.28 (1H, m, H-3), § 4.22 (1H, d, J=16.8, H-6a), & 3.83 (1H, d, J=16.8 Hz,
H-60), & 2.97-2.94, (2H, m, H-12a ve H-4a), § 2.81, 1H, d, H128), 5 2.64 (1H, d,
J=2.4 Hz, H-11), 5 2.23 (1H, bd, J=12.8, H-40), 81.57, (1H, ddd, J=12.8 J=10.8, J=
4.4 H-4p) ppm.

Genisletilmis '"H NMR (Spektrum 46, 47)

'H,'H-COSY (Spektrum 48)

BBC NMR (Spektrum 49)

(125MHz, CD;0D): § 147.2 (C-9), 145.9 (C-8), 135.2 (C-1), 131.4 (C-2), 130.3 (C-
10a), 124.7 (C-6a), 109.7 (C-10), 106.1 (C-7), 100.7 (O-CH2-0), 81.9 (C-4b), 67.0
(C-4a), 62.6 (C-3), 61.3 (C-6), 54.6 (C-12), 49.3 (C-11), 33.7 (C-4) ppm.

HMBC (Spektrum 50)

NOESY (Spektrum 51)
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Tablo 42. NT8 Kodlu Bilesigin 1D ve 2D NMR Spektral Bulgulari

H H(3) B¢ (8)/HSQC | *H,*H-cOSsY HMBC NOESY
1 5.72 135.2 H-1 C-3 H-11
H-2 H-2
2 5.99 131.4 H-2 C-4b H-1
H-3 H-3
3 4.28 62.6 H-3 - H-4a
H-48 H-12ax
H-4a
4a 2.97-2.94 67.0 H-4a C-6 H-6a
H-48 H-4a
H-4a H-48
4a 2.23 33.7 - H-4a,
H-4 H-12eq
H-4a H-3
4 1.57 H-4a c-3 H-4a,
6a 422 C-4a, C-6a | H-4a,
H-6a C-10a H-12ax,
61.3 H-65 H-65
H-7 H-7
6p 3.83 C-4a,C-6a | H-7
C-10a, H-12ax
C-12 H-6a
7 6.54 106.1 H-7 C-6,C-10a | H-6p
H-68 C-8,C-9 | H-6a
H-6a
10 6.59 109.7 H-10 C-6a, C-11 | H-11
H-11 C-8,C-9
11 2.64 49.3 H-11 C-10a, H-10
H-10 C-6a, C-4a | H-1
H-12ax C-10
H-12eq
12ax 2.97-2.94 54.6 H-12ax C-6 H-11, H-68
12eq 2.81 H-11 C-4a H-3
H-12eq C-4b H-11
O-CH,-O | 5.87 100.7 - C-8 -
c-9
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3.2. Antikolinesteraz Aktivite Tayinine Ait Bulgular

Saf bilesiklerin antikolinesteraz aktiviteleri, metanol igerisindeki 1000, 100, 10,
1, 0.1 ve 0.01 pg/mL konsantrasyondaki g¢ozeltilerinin 405 nm dalga boyunda
verdikleri absorbans tizerinden hesaplanarak Tablo 43’te verilmistir. Tablo 44’te ise

ekstrelere ait biyoaktivite sonuglar1 yer almaktadir.

Tablo 43. Saf Bilesiklere Ait Antikolinesteraz Aktivite Bulgulart

Bilesik AChE Inhibisyonu | BuChE Inhibisyonu
(ICs0) (uM) (ICs) (uM)

11-Hidroksigalantin 0.67 18.17

Pankratinin-C - 32.04

9-0O-Demetil-2-a- 19.84 -

hidroksihomolikorin

Narsissidin 1.85 -

Psodolikorin 32.51 21.64

Tablo 44. Ekstrelere Ait Antikolinesteraz Aktivite Sonuglari

Ornek | Konsantrasyon | AChE BuChE
(ng/mL) Inhibisyonu | Inhibisyonu
(%) (%)
NTA 1000 100 85.23
100 87.13 37.96
10 58.23 23.90
NTU | 1000 100 92.67
100 67.47 35.06
10 30.59 11.02
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4. Tzole Edilen Alkaloitler Uzerinde Molekiiler Doking Calismalari

Tablo 45. Bilesiklerin GoldScore uyumluluk fonksiyonu kullanilarak eeAChE ve homoloji

model eqBuChE enzimleri igerisindeki hesaplanmis doking skorlari ve hesaplanmig SLogP

degerleri
Bilegikler eeAChE eqBuChE SlogP
(1EVE) (Homoloji Model)
(-)-Likorin 60.9245 (1) 59.0144 (1) -0.402
(-)-Psodolikorin 60.3888 (1) 62.7485 (1) -0.417
(-)-9-O-metilpsodolikorin 61.0290 (1) 60.8442 (1) -0.114
(-)-Narsissidin 62.0439 (1) 54.5622 (1) -0.489
(+)-11-Hidroksigalantin 62.7646 (1) 61.1730 (1) -0.489
(-)-Galantamin 64.6201 (1) 53.8274 (1) 0.699
9-O-Demetil-2-a-
hidroksihomolikorin 62.7722 (1) 57.7634 (1) -0.340
Pankratinin-C 58.7662 (1) 52.8846 (1) -0.402
Donepezil 82.1646 (1) 3.210
3F9 71.1902 (1) 5.020

(Parantez igerisinde doking pozlarinin siras1 verilmistir)
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Sekil 4 A-B. (-)-Likorin bilesigi ve Aktif yore artiklari [(-)-Likorin pembe gubuklar olarak, aktif yore beyaz
cubuklar olarak gosterilmistir.] A. (-)-Likorin bilesiginin eeAChE igerisindeki ilk siradaki doking pozu. B.
eeAChE nin liganda yakin molekiiler yiizeyleri eklenmistir.
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Sekil 5 A-B. (-)-Likorin bilesigi ve Aktif yore artiklari [(-)-Likorin pembe gubuklar olarak, aktif yore beyaz
cubuklar olarak gosterilmistir.] A. (-)-Likorin bilesiginin eqBUChE igerisindeki ilk siradaki doking pozu. B.
eqBuChE’nin liganda yakin molekiiler yiizeyleri eklenmistir
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Sekil 6 A-B. (-)-Psodolikorin bilesigi ve Aktif yore artiklari [(-)-Psodolikorin agik yesil gubuklar olarak, aktif

yore beyaz gubuklar olarak gosterilmigtir.] A. (-)-Psodolikorin bilesiginin eeAChE igerisindeki ilk siradaki
doking pozu. B. eeAChE’nin liganda yakin molekiiler yiizeyleri eklenmistir.
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Sekil 7 A-B. (-)-Psodolikorin bilesigi ve Aktif yore artiklari [(-)-Psodolikorin agik yesil gubuklar olarak, aktif
yore beyaz gubuklar olarak gosterilmistir.] A. (-)-Psodolikorin bilesiginin eqBuChE igerisindeki ilk siradaki
doking pozu. B. eqBuChE’nin liganda yakin molekiiler yiizeyleri eklenmistir.
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Sekil 8 A-B. (-)-9-O-metilpsodolikorin bilesigi ve Aktif yore artiklar [(-)-9-O-metilpsdolikorin mor gubuklar
olarak, aktif yore beyaz ¢ubuklar olarak gosterilmistir.] A. (-)-9-O-metilpsddolikorin bilesiginin eeAChE
icerisindeki ilk siradaki doking pozu. B. eeAChE’nin liganda yakin molekiiler yiizeyleri eklenmistir.
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Sekil 9 A-B. (-)-9-O-metilpsodolikorin bilesigi ve Aktif yore artiklari [(-)-9-O-metilpsddolikorin mor ¢ubuklar
olarak, aktif yore beyaz ¢ubuklar olarak gosterilmistir.] A. (-)-9-O-metilpsodolikorin bilesiginin eqBuChE
icerisindeki ilk siradaki doking pozu. B. eqBuChE’nin liganda yakin molekiiler yiizeyleri eklenmistir.
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Sekil 10 A-B. (-)-Narsissidin bilesigi ve Aktif yore artiklari [(-)-Narsissidin mavi ¢ubuklar olarak, aktif yore

beyaz gubuklar olarak gosterilmistir.] A. (-)-Narsissidin bilesiginin eeAChE igerisindeki ilk siradaki doking pozu.

B. eeAChE’nin liganda yakin molekiiler yiizeyleri eklenmistir.
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Sekil 11 A-B. (-)-Narsissidin bilesigi ve Aktif yore artiklari [(-)-Narsissidin mavi ¢ubuklar olarak, aktif yore
beyaz gubuklar olarak gosterilmistir.] A. (-)-Narsissidin bilesiginin eqBUChE igerisindeki ilk siradaki doking

pozu. B. eqBuChE’nin liganda yakin molekiiler yiizeyleri eklenmistir.
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Sekil 12 A-B. (+)-11-Hidroksigalantin bilesigi ve Aktif yore artiklari [(+)-

11-Hidroksigalantin grimsi mavi

cubuklar olarak, aktif yore beyaz ¢ubuklar olarak gosterilmistir.] A. (+)-11-Hidroksigalantin bilesiginin eeAChE
icerisindeki ilk siradaki doking pozu. B. eeAChE’nin liganda yakin molekiiler yiizeyleri eklenmistir.
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Sekil 13 A-B. (+)-11-Hidroksigalantin bilesigi ve Aktif yore artiklar1 [(+)-11-Hidroksigalantin grimsi mavi
cubuklar olarak, aktif yore beyaz ¢ubuklar olarak gosterilmigtir.] A. (+)-11-Hidroksigalantin bilesiginin eqBuChE
icerisindeki ilk siradaki doking pozu. B. eqBuChE’nin liganda yakin molekiiler yiizeyleri eklenmistir.
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Sekil 14 A-B. (-)-Galantamin bilesigi ve Aktif yore artiklari [(-)-Galantamin altin saris1 gubuklar olarak, aktif
yore beyaz ¢ubuklar olarak gosterilmistir.] A. (-)-Galantamin bilesiginin eeAChE igerisindeki ilk siradaki doking
pozu. B. eeAChE’nin liganda yakin molekiiler yiizeyleri eklenmistir.

224



Phe329
g\
/ N

/ Ala328 - )
‘// \ g8 S
Y3
\ -
P2
) \ \ Ser198
R \ =
\ VN
HOHI ,\ "m“
N
> A ui /
- Gyl
o Asp70 \ oHOHI N GITIYS
— < \l -
Gin71 \ ’ S ~
[
- I / A{IZO’ \ ‘m’]‘]‘a
/69 R
| \ |
= \ N .“QASHGB &Zl |
A /‘ ~ 122 i
. N\

. Phe329
; =

"/ 1 \ -\ﬁi‘”‘ S

JHTI32 '/
\' \ Serl98
: \ -
N
oHOH1 I\ ';n..
¥ / h
- Gly1y
- ™ / SHOH1 N G
g N .
X ¢
Gn71 \ - ' S i
¢ '
e I 4 '@20 - 1w:n«t
i 69 5 c}u \ 1
\ D7 %AsnGB “ /
/' N fhri22 h

Sekil 15 A-B. (-)-Galantamin bilesigi ve Aktif yore artiklari [(-)-Galantamin altin saris1 gubuklar olarak, aktif
yore beyaz ¢ubuklar olarak gosterilmistir.] A. (-)-Galantamin bilesiginin eqBUChE igerisindeki ilk siradaki
doking pozu. B. eqBuChE’nin liganda yakin molekiiler yiizeyleri eklenmistir.
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Sekil 16 A-B. 9-O-Demetil-2-a-hidroksihomolikorin ve Aktif yore artiklari [9-O-Demetil-2-a-

hidroksihomolikorin magenta ¢ubuklar olarak, aktif yore beyaz ¢ubuklar olarak gosterilmistir.] A. 9-O-Demetil-
2-a-hidroksihomolikorin bilesiginin eeAChE icerisindeki ilk siradaki doking pozu. B. eeAChE’nin liganda yakin

molekiiler yiizeyleri eklenmistir.
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Sekil 17 A-B. 9-O-Demetil-2-a-hidroksihomolikorin ve Aktif yore artiklar: [9-O-Demetil-2-a-

hidroksihomolikorin magenta ¢ubuklar olarak, aktif yore beyaz ¢ubuklar olarak gosterilmistir.] A. 9-O-Demetil-

2-a-hidroksihomolikorin bilesiginin eqBUChE igerisindeki ilk siradaki doking pozu. B. eqBuChE’nin liganda

yakin molekiiler yiizeyleri eklenmistir.
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Sekil 18 A-B. Pankratinin-C ve Aktif yore artiklar1 [Pankratinin-C turuncu ¢ubuklar olarak, aktif yore beyaz

cubuklar olarak gosterilmistir.] A. Pankratinin-C bilesiginin eeAChE igerisindeki ilk siradaki doking pozu. B.

eeAChE’nin liganda yakin molekiiler yiizeyleri eklenmistir.
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Sekil 19 A-B. Pankratinin-C ve Aktif yore artiklar: [Pankratinin-C turuncu ¢ubuklar olarak, aktif yore beyaz
cubuklar olarak gosterilmistir.] A. Pankratinin-C bilesiginin eqBUChE igerisindeki ilk siradaki doking pozu. B.
eqBuChE’nin liganda yakin molekiiler yiizeyleri eklenmistir.
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IV. BOLUM

TARTISMA

1. Kalite Kontrol ve Miktar Tayini Arastirmalari
Kalite kontrol c¢aligmalarinda deneyler i¢in Avrupa Farmakopesi (331) ve

Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu Tiirk Farmakopesi’nde (354) yer alan temel
yontemlerden yararlanilmistir. Bu kapsamda gravimetrik esasli kurutmada kayip,
biitiin kiil, siilfat kiilii ve hidroklorik asitte ¢ézlinmeyen kiil miktar1 tayin yontemleri
uygulanmistir. Drog 6rneklerindeki total alkaloit miktari, Avrupa Farmakopesi’ndeki
farkli droglarin monograflarindan yararlanilarak gelistirilmis ve daha once fasrkli
Amaryllidaceae tiirlerinde uygulanmis titrimetrik yontemle saptanmistir. Yiiksek
performansh sivi kromatografisi yontemiyle (335) drog oOrneklerinde, Onemli

farmakolojik etkileri olan galantamin ve likorin alkaloitlerinin miktar1 belirlenmistir.
1.1. Kurutmada Kayip Miktar Tayini ve Kiil Miktar Tayini Yontemleri

Narcissus tazetta subsp. tazetta bitkisinin farkli kisimlar1 {izerinde yapilan
kurutmada kayip miktar tayininde NTA kodlu érnekte % 7.9243; NTU kodlu rnekte
% 7.7325 oraninda kurutmada kayip tespit edilmistir. Biitiin kiil miktar tayini
deneyinde NTA kodlu 6rnekte % 9.0064; NTU kodlu érnekte % 8.2286 oraninda
biitiin kiil miktar1 tespit edilmistir. Stilfat kiilii miktar tayini deneyinde NTA kodlu
ornekte % 19.0939; NTU kodlu 6rnekte % 18.9706 oraninda siilfat kiilii miktar:
tespit edilmistir. Hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil miktar tayini deneyinde NTA
kodlu 6rnekte % 1.3715; NTU kodlu 6rnekte % 1.4943 oraninda hidroklorik asitte
¢oziinmeyen kiil miktar1 tespit edilmistir. Narcissus tiirleri tizerinde farmakopede

belirtilen bu kalite kontrol ¢alismalarina ait bulgulara rastlanmamaktadir.

1.2. Total Alkaloit Miktar Tayini

NTA kodlu 6rnek igin ortalama % 0.0667; NTU kodlu &rnek igin ortalama %
0.1186 oraninda total alkaloit miktar1 tespit edilmistir. Toprak iistiinde, soganlara
gore daha yiiksek miktarda alkaloit bulunmasinin, bitkimizin gigeklenme dénemi
sonunda toplanmis olmasma bagli olabilecegi belirtilebilir. Narcissus confusus
Pugsley tiirii izerinde yapilan bir arastirmada bitkinin ontojenik dongiisiinde farkli
donemlerde Ornekler alnarak alkaloit icerigine bakildiginda, vejetatif donemde

soganlarda yiiksek miktarda alkaloit mevcutken, ¢igekli donemde alkaloit
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yogunlugunun toprak tstii kisimlarinda oldugu goriilmektedir (118). Yapraklarda
sogandan daha fazla alkaloit bulundurmasi, Narcissus assoanus Dufour ex Schult. &
Schult.f. ve yine bir Amaryllidaceae bitkisi olan Leucojum aestivum L. {izerinde

yapilan ¢alismalarin sonuglaryla uyumludur (119, 355)

1.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Likorin ve
Galantamin Alkaloitlerinin Teshis ve Miktar Tayini ve Yontemin Validasyonu

Miktar tayini, kromatogramda goriilen piklerin altinda kalan alanlar tespit
edilerek gergeklestirilmistir. Galantamin ve likorinin alikonma zamanlari sirasiyla;

7.82+0.02 ve 5.91+0.048 dakika olarak tespit edilmistir.

Narcissus genusuna ait pek ¢ok tiir, Alzheimer hastaligi i¢in recete edilen ve
Amaryllidaceae alkaloitlerinin en énemlisi olan galantamin miktar tayini agisindan
arastirilmuistir (108, 110, 128). Bu amagla HPLC, GC, '"H NMR gibi yéntemler
siklikla kullanilmaktadir (34, 110, 116, 117). Bu yontemler arasinda HPLC, hizli,
hassas ve giivenilir sonuglar sonuclar vermesi ile bilinmekte olup, yontemin

galantamin miktar tayini i¢in uygulanabilir oldugu ¢alismalarla gosterilmistir(113).

Ozellikle biyolojik ac¢idan aktif olan likorin ve galantamin alkaloitlerinin
varliginin ve miktarlarinin saptanmasi kalite kontrol arastirmalar1 agisindan 6nem
tagimaktadir. Calismamizda kullanilan yontemin validasyonu da yapilarak

giivenilirligi saptanmastir.

Narcissus “Pipit” (Jonquilla) ve Narcissus pseudonarcissus cult. “Carlton”
gibi Narcissus kiiltivarlarinin galantamin i¢in iyi birer kaynak oldugu miktar tayini
analizleri ile kamitlanmistir (37, 110, 113). Tirkiye’de sonradan dogallasmis olan
Narcissus tazetta subsp. tazetta bitkisi, uzman yetistiriciler tarafindan genis bir
alanda {iretillen bir bitki olmasina ragmen (6), galantamin miktar tayini hakkindaki

calismalarin yetersiz oldugu goriilmektedir.

Diinya genelinde Narcissus tiirleri {izerinde farkli miktar tayini analizleri
yapilmis bulunmaktadir. Ispanya’da Narcissus confusus tiiriiniin soganlarinda taze
agirlik iizerinden % 0.1117; N. nivalis soganlarinda ise % 0.0095 galantamin tespit
edilirken; bu oran Portekiz’den toplanmis N. obesus tiiriinde % 0.001 ve Misir’dan
toplanan N. tazetta tiiriinde % 0.005 bulunmustur (113, 133). Daha yakin ge¢miste
yapilan HPLC calismalari; Iran’in farkli bélgelerinden toplanmis N. tazetta L.
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orneklerinde kuru agirlik tizerinden % 0.03-0.33 araliginda galantamin bulundugunu,
Hollanda’dan toplanmis 6rnekte ise galantamin bulunmadigini gostermektedir (113,
128). Iklim o6zellikleri ve toprak bilesimi gibi cevresel faktodrlerin bitkilerdeki
sekonder metabolit profilini etkiledigi goz oOniinde bulunduruldugunda ayni tiiriin
farkli bolgelerden toplanmis 6rneklerindeki galantamin miktarinin bu kadar farklilik
gostermesi  beklenen bir durumdur (110, 356). Antalya civarindan toplanmis
Narcissus tazetta subsp. tazetta 6rneginin soganlari tizerinde yapilmis bir izolasyon
caligmasinda kuru agirlik iizerinden % 0.6 galantamin tespit edilmistir (64). Buna
ilaveten, aym alt tiiriin Yalova’dan ticari olarak alinmis sogan 6rnegindeki likorin
miktart HPLC yontemi ile kuru agirlik iizerinden % 0.089 olarak tespit edilmistir
(357). Mugla’dan toplamis bulundugumuz bitkinin HPLC analiz sonuglari, 6rnekte
kuru agirlik {izerinden %0.025-0.067 araliginda likorin; % 0.005 oraninda

galantamin bulundugunu gostermistir.

Daha oOnce yapilmis c¢alismalarda, ¢igeklenme doneminde toplanmis
Narcissus tiirlerinde soganlardaki galantamin miktarinin toprak istii kisimlara gore
daha yiiksek oldugu ortaya konmustur(34). Bizim ¢alismamiz sonucunda, toprak stii
kisimdaki alkaloit miktar1 soganlara gére daha yiiksek bulunmustur. Daha 6nce
Narcissus confusus bitkisinin farkli donemlerde toplanmis Ornekleri {izerinde
galantamin tip alkaloitlerin HPLC ile miktar tayini yapilmis olup; g¢igceklenme
donemi sonunda alinan 6rnekte yapraklardaki alkaloit miktarinin soganlara goére daha

fazla oldugu belirlenmistir(118).

Calismamiz i¢in Onemli bir bulgu, hem toprak iisti hem de sogan
orneklerinde tespit edilebilir diizeyde galantamin ve likorin alkaloitlerinin

bulunmasidir.

Galantamin basta olmak {iizere alkaloitlerin bulunuslarinin, giibreleme
yontemlerine gore farklilik gosterdigi bilinmektedir (120). Ayrica miktarlar yalnizca
topraktaki bilesim degil, biiylime kosullar1 da etkili olmaktadir(117). Bitkide alkaloit
tiretimini artirmak amaciyla bazi Narcissus tiirlerinde farkli kiiltiir yontemleri (246)
ve doku kiiltiri ¢alismalar1 (122-125) yapilmig ve galantamin icin basariya
ulagilmistir (126). Bu bilgiler géz 6niinde bulunduruldugunda, bitkimizde tespit

edilen alkaloit miktar1 kismen daha diisiik olsa da, uzman fireticiler tarafindan genis

232



bir alanda {iretilen bu alt tiirlin terapotik alanda da degerlendirilerek ekonomik

degerinin arttirilmas1 miimkiin olabilir.

2. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) Yontemiyle Alkaloit
Tespiti Calismalar:
Gaz kromatografisi-Kiitle Spektrometresi yontemi bitki i¢eriginde bulunan

sekonder metabolitlerin tespit edilmesi amaciyla oldukga sik kullanilan bir yontemdir
(358). Giivenilir ve hassas sonuglar veren bu yontem Amaryllidaceae familyasina ait
gesitli tlrlerin alkaloit profilinin  belirlenmesi ¢alismalarinda 6nemli  rol

oynamaktadir (129, 359, 360).

Icerdigi Amaryllidaceae alkaloitleri sebebiyle arastirilan Narcissus tiirlerinde
metabolit profilinin belirlenmesi iizerine arastirmalar gegmisten giiniimiize devam
etmektedir (115, 129, 142, 144). Mugla gevresinden toplanmis Narcissus tazetta
subsp. tazetta L. bitkisinin alkaloit igerigi GC-MS yontemi kullanilarak ilk kez bu

calismada rapor edilmektedir.

Daha oOnceden ¢alisma grubumuz tarafindan izole edilmis ve yapisi
aydinlatilmis saf maddelere ait kiitle spektrumlarindaki pargalanmalar, NIST MS
Search 2.0 (National Institute of Standardization and Technology, Gaithersburg, MD,
USA) veritabanindaki bilgiler ve diger literatiir bilgileri gbz 6niinde bulundurularak
bitkisel 6rneklere ait GC-MS verileri degerlendirilmistir. Toprak alt1 ve toprak iistii
kisimlarin alkaloit igerigi ayri ayri tespit edilmis olup; birbirinden farkli alkaloit

profillerine sahip olduklari goriilmiistiir.

Likorin grubu alkaloitler bakimindan zengin olan toprak istii kisminda bu
gruptan; psodolikorin, narsissidin, 1-O-asetil-3-O-metil narsissidin, likorin, 2,11-
didehidro-2-dehidroksilikorin  ve  11-hidroksigalantin  bilesikleri saptanmistir.
Bunlarin diginda, galantamin iskelet tipine sahip; sanguinin, narvedin ve galantamin

adli alkaloitler tespit edilmistir.

Toprak alt1 kismi alkaloit cesitliligi bakimindan toprak {istii kisma iistiinliik
saglamigtir. Dort farkli iskelet tipine sahip alkaloitleri iceren sogan oOrneklerinin
tasidigl, swrasiyla hemantamin, norbelladin ve montanin grubuna ait; O-
demetilmaritidin, metilnorbelladin ve Pankratinin-C bilesiklerinin toprak {istii
kisimlarda bulunmadigi goriilmiistiir. Ayrica likorin tip alkaloitler olan 9-O-metil

psodolikorin ve galantin tagimasi ile de toprak tistii kistmdan ayrilmaktadir.

233



Bunlar disinda, molekiil agirliklar1 ve molekiiler pargcalanmalart GC-MS
yontemi ile tespit edilmis olup, elimizdeki verilerin, yapilarini aydinlatmak igin
yeterli gelmedigi alkaloitler de molekiil agirliklarini igeren kodlarla Tablo 35 ve

Tablo 36’da verilmistir.

Bitkinin tamaminda yaygin olarak goriilen ortak alkaloitler likorin, 11-
hidroksigalantin, narsissidin, galantamin ve narvedin olmustur. Likorin familyanin en
yaygin alkaloidi olup farkli tiirlerde varligi rapor edilmistir(276). Ayni sekilde
narsissidin, narvedin ve galantamin daha once gesitli Narcissus ekstrelerinde GC-MS
yontemiyle tespit edilmistir (129, 140). Alkaloitlerin rapor edilen yiizde miktarlari,
orneklerdeki her bir alkaloide karsilik gelen pik alaninin, 6rnekteki alkaloitlerin

piklerinin toplam alanina oranlanmasiyla bagil olarak hesaplanmistir.
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3. izolasyon, Yap1 Aydinlatma ve Antikolinesteraz Aktivite Cahsmalar

3.1. NT1: (-)-Likorin

Ana kolondan alinan 58. ve 61. fraksiyonlar birlestirilmis (607 mg), preparatif
siitun kromatografisi ile ayrim gerceklestirilmistir. Hareketli faz olarak X nolu
¢oOziicii sistemi kullanilmistir. F-1;F-8 arasinda kodlar verdigimiz 8 adet fraksiyon
elde edilmistir. F-8 kodlu fraksiyonda (165.6 mg) metanolden kristallendirme
sonucu 38 mg agirliginda elde edilen optikge aktif bilesige ([a]p>>:-65.3°) NT1 kodu

verilmigtir.

Bilesige ait metanol-d, icerisinde 500 MHz NMR spektrometresinde ¢ekilen
'H NMR spektrumunda (Spektrum 8) toplam 14 adet protona ait sinyal
izlenmektedir. Molekiilde para konumda bulunan aromatik protonlar 6 6.89 ve o
6.66°da iki adet singlet olarak izlenmektedir. 5 5.93’te goriilen dublet (J 1.5 Hz)
sinyal, metilendioksi grubuna ait protonlarin varligini diisindirmektedir. 6 5.56
ppm’de goriilen genis singlet sinyalin, oleofinik 6zellikte bir protona ait olabilecegini
sOylemek miimkiindiir. Alifatik sahada ise asag1 alana kaymis & 4.48°de genis singlet
ve & 4.18’de multiplet seklinde izlenen sinyaller, bir heteroatoma komsu iki adet
protonun varligina isaret etmektedir. 6 4.13 ve & 3.56’da dublet (J 15.0 Hz) olarak
izlenen protonlarin kimyasal kayma degerleri ve etkilesme katsayilari, bir
heteroatoma komsu metilen grubuna ait olabileceklerini diisiindiirmektedir. & 3.37°de
¢oziici sinyali altinda kalmis olan bir multiplet sinyal mevcuttur. 6 2.9°da dublet (J
10 Hz) olarak izlenen sinyal ve & 2.72 kimyasal kayma degerine sahip yine dublet
(J 10 Hz) olarak izlenen sinyal, s6z konusu iki protonun birbirlerine gore trans
konumda olabilecegini diisiindiirmektedir. Daha yukar1 alanda 6 2.70-2.65 ve  2.64-
2.56 araliginda iki ayr1 multiplet sinyal goriilmektedir. & 2.46°da gozlenen sinyaldeki
yarilmalarin simetrik olmasi ve etkilesme katsayilarinin (J 10 Hz) kendi i¢inde esit
olmasi, yarilmanin quartet oldugunu diistindiirmiistiir.

Molekiiliin ESI spektrumunda (Spektrum 7) molekiiler pik, m/z 288.12
[M+H]" olarak goriilmistir. "H NMR verileri ve kiitle spektrumu birlikte
degerlendirildiginde bilesigin Amaryllidaceae ana alkaloit gruplarindan likorin alt

grubunun prototip alkaloidi olan likorin oldugu saptanmistir. Kapali formiilii
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C16H17NO4 olan bilesigin, asagida agik kimyasal yapisi literatiirle de uyumlu olan

proton degerleriyle birlikte verilmistir (361).

2.70-2.65

N
i
o

Likorin ilk olarak 1877 yilinda Amaryllidaceae familyasina ait Lycoris
genusundan elde edilmistir (362). Crinum defixum Ker Gawl., C. laurentii T.Durand
& De Wild., C. yemense Dammann, Galanthus elwesii Hook.f., G. woronowii
Losinsk., Haemanthus katherinae Baker, Hippeastrum rutilum (Ker Gawl.) Herb.,
Hymenocallis amancaes (Ruiz & Pav.) G. Nicholson, H. calathina (Herb.) G.
Nicholson, H. rotata (Ker Gawl.) Herb., Leucojum aestivum L., L. vernum L.,
Lycoris albiflora Koidz., L. aurea (L’Her.) Herb., L. incarnata Worsley, L.
radiata(L’Her.) Herb, N. lobularis Schult. & Schult.f., N. jonquilla hibritleri, N.
poeticus L., N. pseudonarcissus L., N. tazetta L. ve N. triandrus L., Nerine flexuosa
(Jacg.)Herb., N. undulata L. (Herb.), Pancratium Illyricum L., Sternbergia
fischeriana (Herb.) Roem., Ungernia victoris Vved. ex Artjush., Vallota purpurea
Herb., Zephyranthes andersonii (Herb. ex Lindl.) Benth. & Hook. f. ve Z. rosea
Lindl. bitkilerinden izolasyonu bildirilmistir (288, 363). 1982 yilinda Afrika ve Volta
Nehri civarindan toplanmis Pancratium trianthum Herb. ve Hymenocallis littoralis
(Jacq.) Salisb. i¢in likorinin major alkaloit oldugu bildirilmistir (363). Narcissus
genusunda Narcissus tazetta L. de dahil olmak iizere (199) pek ¢ok tiirden izole

edilmistir. Tezimize konu olan Narcissus tazetta subsp. tazetta bitkisinin farkli
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bolgeden toplanmis Ornegi lizerinde izolasyon calismasi yapilmistir. Mugla (Ege
Bolgesi)’dan toplanan alt tiir iizerinde likorin izolasyonu ve yapi aydimnlatma

calismasi ilk kez tarafimizdan rapor edilmektedir.

Likorinin antiviral aktivitesine ek olarak bitki biiylime inhibitori 6zelligi ve
yine Okaryotlarda protein inhibisyonu yapma 06zelligi bulunmaktadir (364). Isiya

maruz birakildiginda stabil, ugucu olmayan, toksik bir alkaloittir (365).

Ayrica (-)-likorin respiratuvar stimulan, fagositoz modiilatorii, antimalaryal
ozelliklere sahiptir. Protein sentezini inhibe ederek bitki biiyiimesini sinirlandirir;
klastojenik etki ile antitiimor etki gosterir. Antifungal, antiviral etkilerinin yaninda

zayif antiprotozoisit etkisi bulunmaktadir (179).

Narcissus requienii M. Roem.’den izole edilmis likorinin gastrointestinal
kanser hiicreleri (366) ve tiimor hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesi de
arastirilmistir (39). Likorin hidrokloriir, Rusya’da giiglii bronkolitik olarak tipta
kullanilmaktadir (363). Calisma grubumuz tarafindan anti-asetilkolinesteraz (367)
ve anti-butirilkolinesteraz aktivite tayini modifiye Ellman ydntemi kullanilarak
gerceklestirilmis ve aktif olmadigi belirlenmistir (288). Antikolinesteraz aktivite

deneyleri bu nedenle tekrarlanmamastir.
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3.2. NT2: (-)-Psodolikorin

Ana kolondan alinan 84. ve 99. fraksiyonlar (5.36 g) birlestirildikten sonra
¢oziiciisii uzaklastirilmigtir. Daha sonra kloroform yardimi ile ekstrenin bir bagka
balona aktariimasi sirasinda kloroformda ¢6ziinmeyerek balon dibinde ¢okelti
olusturan madde ITK ile ii¢ farkli ¢oziicii sisteminde incelenmis ve ¢oken bilesigin
saf oldugu anlagilmustir. Bu asamada 12.5 mg aldigimiz optikge aktif ([a]p?>:-36.2°)
bu bilesige NT2 kodu verilmistir.

Bilesige ait metanol-d, icerisinde 500 MHz NMR spektrometresinde ¢ekilen
'H NMR spektrumunda (Spektrum 11) toplam 16 adet protona ait sinyal
izlenmektedir. Molekiilde para konumda bulunan aromatik protonlar 6 6.87 ve o
6.73’te iki adet singlet olarak karsimiza ¢ikmaktadir. 6 5.55’de goriilen genis singlet
sinyali oleofinik bir proton varligmmi diigiindiirmektedir. Alifatik sahada ise asagi
alana kaymis & 4.48°deki singlet ve & 4.18’deki multiplet sinyal, oksijen gibi bir
heteroatoma komsu proton varligini diisiindiirmektedir. & 4.16 ve 6 3.56’da dublet
olarak izlenen protonlarin kimyasal kayma degerleri ve etkilesme katsayilar1 (J 15.0
Hz), azot gibi bir heteroatoma komsu metilen grubuna ait olabileceklerine isaret
etmektedir. & 3.84’te 3 hidrojen degerinde izlenen singlet, molekiilde O-Metil
grubunun bulundugunu gostermektedir. & 3.37’deki protona ait sinyalin, ¢Oziicii
sinyali altinda kaldig1 anlagilmistir. & 2.88 kimyasal kayma degerine sahip dublet
olarak izlenen sinyal (J 10 Hz) ve 6 2.72’de dublet olarak goriilen sinyal (J 10 Hz),
iki proton arasinda trans etkilesme olabilecegine isaret etmektedir. Daha yukari
alanda, 6 2.67 ve 6 2.61°de iki ayri multiplet sinyal mevcuttur. & 2.44’de goriilen
sinyaldeki yarilmalarin simetrik olmasi ve etkilesme katsayilarinin (J 10 Hz) kendi

icinde esit olmasi, yarilmanin quartet oldugunu diisiindiirmiistiir.

O-Metil grubunun 8.veya 9. konumda oldugunu belirlemek i¢cin NOESY
deneyinden yararlanilmigtir. Molekiile ait NOESY spektrumu (Spektrum 13 ve Tablo
37) incelendiginde, & 4.48 (H-1) goriilen protonun, aromatik protonlardan H-10 (3
6.87) ile etkilestigi anlagilmigtir. O-metil grubu ise H-7 (3 6.73) ile etkilestigi i¢in O-
metil grubunun 8. Karbona bagli oldugu tespit edilmistir(353).
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Molekiiliin ESI kiitle spektrumunda (Spektrum 10) molekiiler iyon piki, m/z
290.14 [M+H]" olarak goriilmiistir. “"H NMR verileri ve kiitle spektrumu birlikte
degerlendirildiginde bilesigin Amaryllidaceae ana alkaloit gruplarindan likorin tip
alkaloit alt grubuna giren psoddolikorin oldugu belirlenmistir. Kapali formiilii
Ci6 H1g NOy4 olan bilesigin asagida acgik kimyasal yapisi literatiirle de uyumlu olan
proton degerleriyle birlikte verilmistir(368).

HO

IS
S

Psodolikorin izolasyonu ilk olarak 1932 yilinda Lycoris radiata (L’Her.)
Herb. dan yapilmis olmasina karsin (369), spektral bulgular ilk olarak Narcissus
requienii M. Roem. bitkisinden izole edilerek verilmistir (368). Burdan izole edilen
bilesigin tiimor hiicrelerine karsi aktivitesi de arastirilmistir (39). Sonrasinda yine
Lycoris(370), Hymenocallis(371), Narcissus (194) cinslerinde izolasyonu
gerceklestirilmistir. Literatiirde, Narcissus tazetta L. bitkisinden daha 6nce izole
edilmis olan bu alkaloit (133), N. tazetta subsp. tazetta alt tiiriinde ilk kez

tarafimizdan rapor edilmektedir.

Psddolikorin bilesiginin Plasmodium falciparum’a kars1 da antiplazmoidal

aktivitesinin oldugu saptanmistir (372).

Bilesigin asetilkolinesteraz inhibitdr aktivitesi Ellman yontemi kullanilarak

arastirtlmis (111, 367), bu c¢alismalardan biri diisiik aktivite (IC50=152.32 uM)
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gosterdigini, digeri ise aktif olmadigini rapor etmistir. Butirilkolinesteraz inhibisyonu
tizerine herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu sebeple bilesik tizerinde AChE ve
BuChE inhibitor aktivite c¢alismasi in vitro Ellman esasina dayali mikroplaka
deneyiyle gerceklestirilmistir. 1Cso degerleri sirasiyla 32.41 ve 21.64 uM olarak
hesaplanmistir (373). Calisma sonucunda psddolikorin bilesiginin antikolinesteraz

aktivitesinin diislik oldugu tespit edilmistir.
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3.3. NT3: (-)-9-O-Metilpsodolikorin

Ana kolondan alinan 58. ve 61. fraksiyonlar birlestirilmis (607 mg), preparatif
stitun kromatografisi ile ayrim gerceklestirilmistir. Hareketli faz olarak X nolu
¢Oziicii sistemi kullanilmistir. F-1; F-8 arasinda kodlar verdigimiz 8 adet fraksiyon
elde edilmistir. F-8 kodlu (165.6mg) fraksiyonun 30 mg’lik bir kismi ileri
saflastirmaya gidilerek, XIV nolu ¢oziicii sisteminin alt fazinin hareketli faz olarak
uygulandig1 preparatif ITK islemi sonucunda elde edilen 2 mg agirhgindaki ve
optikee aktif ([o]p”>:-25°) olan saf bilesige NT3 kodu verilmistir.

Bilesige ait metanol-d, i¢erisinde 500 MHz NMR spektrometresinde ¢ekilen
'H NMR spektrumunda (Spektrum 16) toplam 19 adet protona ait sinyal
izlenmektedir. Aromatik sahada 6 6.82 ve & 6.69’da izlenen sinyaller aromatik
halkada ve birbirlerine para konumda bulunan iki protonun varligina isaret
etmektedir. 6 5.37°de goriilen singlet sinyali oleofinik bir protonun varligini
diisiindiirmektedir. Alifatik sahada ise asagi alana kaymis 6 4.34’teki singlet ve 6
3.99’daki genis singlet seklinde izlenen sinyaller oksijen gibi bir heteroatoma komsu
protonlarin varligini diisiindirmektedir. 6 4.05’te dublet olarak izlenen sinyalin
kimyasal kayma degeri ve etkilesme katsayis1 (J 15.0 Hz), bu protonun azot gibi bir
heteroatoma komsu olan protonlardan biri oldugunu diisiindirmektedir. 6 3.75 ve &
3.71°de iki adet aromatik metoksil grubuna ait sinyaller mevcuttur. & 3.33’te azot
gibi bir heteroatoma komsu geminal protonlardan bir digeri, ¢oziicli sinyalinin
altinda kalmis sekildedir. Buna ilaveten & 3.23’te triplet (J 7.5 Hz) seklinde izlenen
bir protona ait sinyal mevcuttur. 8 2.61 ve & 2.54’teki dublet (J 10 Hz) trans visinal
protonlara ait olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunlara ilaveten, 8 2.50 ve 6 2.45te iki
ayr1 protona ait multiplet sinyal goriilmektedir. 6 2.21°de quartet olarak izlenen bir

protona ait sinyal mevcuttur.

'H, 'H-COSY deneyinde (Spektrum 18, Tablo 38) goriilen korelasyonlar da
molekiildeki protonlarin birbirleri ile iliskileri ve dizilisleri hakkinda bilgiler

saglamistir.

Molekiiliin ESI kiitle spektrumunda (Spektrum 15) molekiiler iyon piki, m/z
304.31 [M+H]" olarak goriilmiistir. ‘H NMR ve *H,'H-COSY bulgulari ile kiitle
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spektrumu birlikte degerlendirildiginde bilesigin Amaryllidaceae ana alkaloit
gruplarindan likorin tip alkaloit alt grubuna ait olan 9-O-metilpsédolikorin oldugu
belirlenmigtir. Kapali formiili Cig Hig NO4 olan bilesigin asagida agik kimyasal
yapist literatiirle de uyumlu olan proton degerleriyle birlikte verilmistir (374).

9-O-metilpsodolikorin ilk olarak 1956 yilinda N. pseudonarcissus L.
bitkisinden izole edilmistir (374). Galanthus fosteri Baker, Amaryllis x parkeri W.
Watson, Narcissus nivalis Graells bitkilerinden de izolasyonu daha once
gerceklesmistir (131, 292, 375). N. tazetta subsp. tazetta L. bitkisinden ilk kez

tarafimizdan rapor edilmektedir.

Bilesigin anti-asetilkolinesteraz (ICs0=2.84 uM) ve anti-butirilkolinesteraz
(IC50=1.50 uM) aktivitesi Modifiye Ellman yontemi ile arastirma grubumuz

tarafindan daha onceki caligmalarda tayin edilmistir (292).
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3.4 NT4: (-)-Narsissidin

Ana kolon kromatografisi sonucunda elde edilen 100-117. fraksiyonlar
birlestirilmis (1.633 g), preparatif siitun kromatografisi ile ayrim gerceklestirilmistir.
Hareketli faz olarak XV nolu ¢oziicii sistemi kullanilmistir. Bu ayrim sonucunda elde

edilen fraksiyonlara J-1; J-10 arasinda kodlar verilmistir.

J-3 kodlu fraksiyondan (121.1mg), asetondan basit kristallendirme ile elde

edilen 20 mg agirliginda optikge aktif ([a]p*>:-43.1°) bilesige NT4 kodu verilmistir.

Bilesige ait metanol-d4 icerisinde 500 MHz NMR spektrometresinde ¢ekilen
'H NMR spektrumunda (Spektrum 20) toplam 23 adet protona ait sinyal
izlenmektedir. Molekiilde para konumda bulunan aromatik protonlar 6 7.02 ve &
6.89°da iki adet singlet pik olarak izlenmektedir. 8 5.76’da dublet (J 2.5 Hz) seklinde
goriilen sinyal oleofinik bir proton varligmi diisindiirmektedir. Alifatik sahada ise
asagl alana kaymis 6 4.76’daki genis singlet olarak izlenen sinyalin ve 6 4.63’teki
dublet olarak izlenen sinyalin varligi, bu protonlarin oksijen gibi bir heteroatoma
komsu olduklarin1 isaret etmektedir. 6 4.09’da dublet (J 16 Hz) olarak izlenen
protonun azot gibi bir heteroatoma komsu olabilecegini sdylemek miimkiindiir. &
4.02’de goriilen multiplet sinyal, molekiilde yer alan bir heteroatoma komsu
karbonda bulunan hidrojenlerin varligina isaret etmektedir. 6 3.98’de ise kimyasal
kayma degeri nispeten asagi alanda olan, multiplet seklinde izlenen bir protona ait
sinyal bulunmaktadir. & 3.88 ve & 3.84’te her biri 3 hidrojen degerindeki iki ayri
singlet seklinde izlenen sinyal, molekiilde iki aromatik O-Metil varligina isaret
etmektedir. 6 3.73’teki triplet olarak goriilen sinyal oksijen gibi bir heteroatoma
komsu olabilecegi i¢in nispeten asagi alanda goriilmektedir. 6 3.65’te yer alan dublet
(J 16 Hz) sinyal, azot gibi bir heteroatoma komsu olabilecek bir protonun varligina
isaret etmektedir.Alifatik alanda izlenen diger protonlara ait sinyaller ise; 6 3.60°da
multiplet olarak, 6 3.48’de 3 hidrojen degerinde singlet olarak ve 6 2.85’te dublet-
dublet olarak izlenen sinyallerdir. & 3.60’da goriilen sinyal HSQC spektrumundan da
(Spektrum 25) goriildiigii iizere molekiildeki heteroatoma komsu karbonda bulunan
hidrojenlerden bir digerine aittir. § 3.48’deki sinyal alifatik alanda bulunan O-Metil
grubuna; son olarak da 6 2.85’teki sinyalin (J 14 ve J 1.5 Hz) trans konumda bulunan

protonlardan birine ait oldugunu sdylemek miimkiindiir. 'H NMR bulgular1 ve B¢
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NMR bulgular1 (Spektrum 23) degerlendirildiginde bilesigin Amaryllidaceae

alkaloitlerinden likorin alt grubuna ait narsissidin adl1 alkaloit oldugu diistintilmiistiir
(376).

Molekiiliin ESI kiitle spektrumunda (Spektrum 19) molekiiler iyon piki, m/z
334.41 [M+H]" olarak goriilmistir. 1D NMR, H,'H-COSY (Spektrum 27)
bulgulariyla (Tablo 39) kiitle spektrumu birlikte degerlendirildiginde (350) optikg¢e
aktif oldugu tespit edilen (225) bu bilesigin likorin alt grubundan narsissidin bilesigi
oldugu belirlenmistir. Kapali formiili Cig Hys NOs olan bilesigin asagida acik
kimyasal yapisi literatiirle de uyumlu olan proton degerleriyle ve karbon kimyasal

kayma degerleriyle birlikte verilmistir (195).

o

3.60

Narsissidin ilk olarak Narcissus poeticus L. bitkisinden izole edilmis
olup(235) sonraki calismalar Narcissus tiirlerinde bu bilesigin  varligini
dogrulamistir.  Leucojum (377), Hymenocallis(378), Hippeastrum (379),
Zephyranthes (380) ve Cyrtanthus (376) tiirlerinden de elde edilmis olan bu bilesigin
N. cyclamineus DC. cv. Beryl, bazi N. x incomparabilis hibrit kiiltivarlari, N.
poeticus L., N. pseudonarcissus L. cv. King Alfred ve N. tazetta L. dan izole edildigi
bildirilmistir (381).
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Bilesigin bazi tiimor hiicreleri lizerindeki sitotoksik aktivitesi MTT deneyi ile
aragtirtlmis ve aktivitesi diisik bulunmustur (379). Literatiirde antikolinesteraz
aktivite tayini calismasina rastlanmamistir. Bilesigin antikolinesteraz aktivite tayini
in vitro Ellman esasina dayali mikroplaka deneyiyle gerceklestirilmis olup, bilesigin
anti-asetilkolinesteraz  aktivite sonucu 1C5=1.85 uM bulunurken, anti-

butirilkolinesteraz aktivitesi tespit edilmemistir.

N.tazetta subsp. tazetta L. alt tiirlinden izolasyonu ilk kez tarafimizdan rapor

edilmistir.
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3.5. NT5: (+)-11-Hidroksigalantin

Ana kolondan alinan 81. ve 83. fraksiyonlar birlestirilmis (618mg), preparatif
siitun kromatografisi ile ayrim gergeklestirilmistir. Hareketli faz olarak XI nolu
¢Oziicii sistemi kullanilmistir. Elde edilen 28 alt fraksiyona H-1;, H-28 arasinda

kodlar verilmistir.

H-18 kodlu alt fraksiyona (32 mg), daha ileri saflastirma i¢in preparatif ITK
uygulanmistir. Hareketli faz olarak XIV nolu ¢06ziicii sisteminin alt fazinin
kullanildig1 kromatografi islemi sonucunda elde edilen 10 mg agirliginda elde edilen

optice aktif ([o]p>:+78°) bilesige NT5 kodu verilmistir.

Bilesigin metanol-d, igerisinde 500 MHz NMR spektrometresinde ¢ekilen *H
NMR spektrumunda (Spektrum 29) toplam 21 adet protona ait sinyal izlenmektedir.
Aromatik alanda 6 6.99 ve & 6.77°de iki adet singlet seklinde izlenen sinyalin,
aromatik halkada birbirlerine para konumunda bulunan iki hidrojene ait oldugu
disiiniilmistiir. Buna ek olarak 6 5.91°de goriilen genis singlet seklinde izlenen

sinyal, bilesikte oleofinik bir protonun varligina isaret etmektedir.

Alifatik sahada ise asag1 alana kaymis 6 4.77°de izlenen sinyal, oksijen gibi
bir heteroatoma komsu bir protonun varligini gostermektedir. & 4.68de singlet olarak
goriilen sinyal, oksijene komsu bir bagka protonun mevcut oldugunu
diistindiirmektedir. 6 4.09°da dublet (J 17.5 Hz) olarak izlenen protonun nispeten
asagl alanda goriilmesi, azot gibi bir heteroatoma komsu bir proton olabilecegine
isaret etmektedir. 6 3.88 ve 3.82’de iiger hidrojen degerinde singlet seklinde gézlenen
iki adet sinyal, iki tane aromatik O-Metil grubunun varligina isaret etmektedir. &
3.83’deki multiplet sinyal, alifatik kisimda olup heteroatom komsulugunda bulunan
bir hidrojeni isaret etmektedir. & 3.82’de 3 hidrojen degerindeki singlet sinyal bir
diger aromatik O-Metil varligini gostermektedir. 6 3.63 ve ¢ 3.58 araliginda bulunan
multiplet sinyal toplamda 2 hidrojene karsilik gelmektedir. Bu hidrojenler azot gibi
bir heteroatoma komsu olan iki farkli protonun varligina isaret etmektedir. 6 3,56’da
singlet olarak goriilen 3 hidrojen degerindeki sinyal alifatik alanda O-Metil varligini
diisiindiirmektedir. Bunlara ilaveten, & 3.14’te dublet-dublet (J 14; J 1.5 Hz) ve &
2.58’de dublet (J 13 Hz) seklinde izlenen sinyaller bulunmaktadir. Son olarak &
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2.36°daki dublet-dublet (J 13; J 8.5 Hz) seklinde izlenen sinyal, azot gibi bir
heteroatoma komsu pozisyonda bulunan bir hidrojenin varligini diisiindiirmektedir.
'H NMR spektrumundan elde edilen bulgular bilinen Amaryllidaceae alkaloitlerinin
genel yapilari agisindan degerlendirildiginde, NT5 kodlu bilesigin likorin alt grubuna
ait olabilecegini belirtmek miimkiindiir (149). Bilesige ait *C NMR spektrumu
(Spektrum 33) degerlendirildiginde on sekiz adet karbona ait sinyal izlenmistir.
HSQC spektrumu (Spektrum 35) incelendiginde ise bu karbonlardan hangisi

tizerinde hangi protonun yer aldig1 saptanmistir.

Molekiiliin ESI kiitle spektrumunda (Spektrum 28) molekiiler iyon piki, m/z
334.41 [M+H]" olarak goriilmiistiir. 1D ve 2D NMR verileri (Tablo 40) ve kiitle
spektrumu birlikte degerlendirildiginde bilesigin Amaryllidaceac ana alkaloit
gruplarindan likorin tip alkaloit alt grubuna giren 11-hidroksigalantin bilesigi oldugu
belirlenmigtir. Kapali formiilii Cig H3 NOs olan bilesigin asagida acik kimyasal
yapisi literatiirle de uyumlu olan proton ve karbon degerleriyle birlikte verilmistir
(149).

3.63-3.58

11-hidroksigalantin ilk olarak 2012 yilinda Narcissus serotinus L. bitkisinden

elde edilmistir (149) ve literatiir taramalarimiza gore bugiine kadar herhangi bir
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baska bitkiden izolasyonu ger¢eklesmemistir. N. tazetta subsp. tazetta L. bitkisinden

izolasyonu ilk olarak tarafimizdan rapor edilmektedir.

Bilesigin antikolinesteraz aktivitesi ve diger aktiviteleri {izerinde ¢alismaya
rastlanmamustir. Bu sebeple bilesigin antikolinesteraz aktivite tayini in vitro Ellman
esasma dayali mikroplaka deneyiyle yapilmis olup, anti-asetilkolinesteraz ve anti-
biitirilkolinesteraz deneylerinde bilesige ait ICso degerleri sirasiyla 0.67 uM ve 18.17
uM olarak hesaplanmistir. Bilesigin her iki deney sonucunda belirgin aktivite
goriilmiis ve 6zellikle de anti-asetilkolinesteraz aktivitesinin oldukg¢a yiiksek oldugu

tespit edilmistir.
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3.6. NT6: (-)-Galantamin

Ana kolondan alinan 51-53. fraksiyonlar birlestirilmis (275.1 mg), preparatif
stitun kromatografisi ile ayrim gergeklestirilmistir. Hareketli faz olarak XV nolu
¢Oziicii sistemi kullanilmistir. Stitun kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlara D-1,;
D-8 arasinda kodlar verilmistir. D-6 kodlu alt fraksiyon (75mg), hareketli faz olarak
XVI nolu sistemin kullanildig1 preparatif ITK ile saflastirilmis, sonucunda 7 mg
agirhginda elde edilen optikce aktif ([o]p>>:-108.5°) saf bilesisze NT6 kodu
verilmistir.

Bilesige ait metanol-d4 icerisinde 500 MHz NMR spektrometresinde ¢ekilen
'H NMR spektrumunda (Spektrum 38) toplam 21 adet protona ait sinyal
izlenmektedir. Eslesme katsayilari dolayisiyla molekiilde orto konumda bulundugu
diistiniilen aromatik protonlar 6 6.76 ve 6.67’de iki adet dublet sinyal (J 8 Hz) olarak
goriilmektedir. Yine asagi alanda 6 6.16°da goriilen dublet sinyal (J 10 Hz) ve o
5.95’de goriilen dublet-dublet sinyal (J 10.5; 5 Hz) birbirleriyle boliinen iki adet
oleofinik protonun varligimi diistindiirmektedir. Alifatik sahada & 4.57’de ise asagi
alana kaymus triplet benzeri sinyal ve & 4.17°deki triplet (J 4.5 Hz) seklindeki sinyal,
oksijen gibi bir heteroatom komsulugunda bulunan protonlarin varligini
gostermektedir. & 4.12°de (J 15 Hz) ve 3.70°te (J 15 Hz) dublet seklinde goriilen
sinyaller, bu protonlarin azot gibi bir heteroatom komsulugunda olduguna ve benzilik
metilen grubu hidrojenlerine ait olabilecegine isaret etmektedir. 6 3.83’te 3 hidrojen
degerinde singlet izlenmesi, sinyalin aromatik halka {izerindeki bir O-metil grubuna
ait olabilecegini diigiindiirmektedir. 6 3.26’daki triplet olarak goriilen (J 13.5 Hz)
proton ve o 3.04’te dublet-triplet olarak goriilen (J 14 Hz) bir bagka proton
etkilestiginden, bu protonlarin azot gibi bir heteroatoma komsu metilen grubuna ait
olabilecegini diislindlirmiistiir. Bunlarin disinda yukar1 alanda & 2.51°de dublet-
dublet yarilmis bir protona ait sinyal, 6 2.17-2.08 arasinda iki hidrojen degerindeki
multiplet sinyal ve & 1.68’de goriilen dublet-dublet (J 14; 3.5 Hz) yarilmaya sahip
sinyal izlenmektedir. 6 2.40’ta izlenen ti¢ proton degerindeki singlet seklindeki sinyal

N- metil grubunun varligina isaret etmektedir.

Molekiiliin ESI kiitle spektrumunda (Spektrum 37) molekiiler iyon piki, m/z
288.14 [M+H]" olarak goriilmiistir. "H NMR verileri ve kiitle spektrumu birlikte
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degerlendirildiginde bilesigin Amaryllidaceae ana alkaloit gruplarindan galantamin
tip alkaloit alt grubunun prototip bilesigi olan galantamin oldugu belirlenmistir.
Kapali formiilii C17 Hz1 NO3 olan bilesigin asagida yer alan acgik kimyasal yapisi

literatiirle de uyumlu olan proton degerleriyle birlikte verilmistir (63).

QU] 3.26

3.04

Galantamin bilesigi ilk olarak 1952 yilinda Proskurnina ve Yakovleva
tarafindan Galanthus woronowii Losinsk.’den izole edilmistir (382). Sonrasinda
diger Galanthus tiirlerinden, Narcissus ve Ungernia tiirlerinden izolasyonu
yapilmistir (199, 361, 383). Buna ilaveten bilesigin Cyrtanthus(282),
Zephyranthes(317), Sternbergia, Leucojum, Crinum ve Pancratium genuslarindan

izolasyonu rapor edilmistir (384).

N. tazetta L. bitkisinde galantamin eldesi daha 6nce rapor edilmis olup (199);
N. tazettta L. subsp. tazetta L. bitkisinin Antalya ¢evresinden toplanmis 6rneginden
galantamin izolasyonu gergeklestirilmistir(24). Mugla g¢evresinden toplanmig alt

tiirdeki izolasyonu ilk kez tarafimizdan rapor edilmektedir.

Molekiiliin gastrointesitnal kanser hiicrelerine (366) ve insan tiimor

hiicrelerine karst sitotoksik aktivitesi de aragtirtlmistir (39). Galantaminin
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Trichomonas ve Plasmodium tiirleri tizerinde sitotoksik aktivitesine bakilmis, fakat
antiprotozoal aktivite tespit edilmemistir(372). Buna karsilik analjezik (38), antiviral,
sitotoksik (39), antimikrobiyal ve antioksidan (385) aktiviteleri bildirilmis olup,
asetilkolinesteraz inhibisyonu etkisi (386) nedeniyle Alzheimer tedavisinde
kullanildig1  bilinmektedir. Ayrica c¢alisma grubumuz tarafindan yiiriitiilen
calismalarda daha Once  galantaminin  anti-asetilkolinesteraz  ve  anti-
butirilkolinesteraz aktiviteleri Ellman yontemiyle saptanmis ve ICso degerleri
sirasiyla 0.15 uM ve 2.47 uM olarak bulunmustur (317). Bilesigin dopaminerjik
hiicreler tizerindeki néronal hiicre koruma kapasitesi arastirilmistir (370). Ayrica
galantamin; yakin zamanda Alzheimer hastaligit disinda’kronik yorgunluk
sendromu’adi verilen rahatsizligin tedavisinde kullanilmak tizere aragtirilmistir. 434
hasta ile yapilan kapsamli bir randomize kontrollii ¢alisma sonucu bu hastaligin
tedavisinde galantaminin tek basina etkin olmadig tespit edilmis (387); fakat kronik
yorgunluk sendromunda kolinerjik iletim bozuklugunda rol oynayan stres hormonlari
olan kortizol ve dehidroepiandrosteron iizerinde diizenleyici etkisinin goriilmesinden

dolay1 tedavide destekleyici olabilecegi belirtilmistir (388).
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3.7.NT7: (+)-9-O-Demetil-2-a-hidroksihomolikorin

Ana kolondan alinan 100-117. fraksiyonlar birlestirilmis (1.633 g), preparatif
stitun kromatografisi ile ayrim gergeklestirilmistir. Hareketli faz olarak XV nolu
¢oziicii sistemi kullanilmistir. Bu ayrim sonucunda elde edilen fraksiyonlara J-1; J-

10 arasinda kodlar verilmistir.

J-10 kodlu fraksiyonda (500mg) VIII nolu ¢dziicii sistemi ile aktarma
sirasinda ¢okelti olusturan 5 mg agirligindaki optikge aktif ([a]D25:+107°) bilesige
NT7 kodu verilmistir.

Bilesige ait metanol-d4 icerisinde 500 MHz NMR spektrometresinde ¢ekilen
'H NMR spektrumunda (Spektrum 41) toplam 17 adet protona ait sinyal
izlenmektedir. Aromatik sahada iki adet singlet sinyal seklinde izlenen (6 7.54 ve &
6.99 ) protonlarin birbirine gére para konumunda oldugu belirtilebilir. & 5.69’da
goriilen genis singlet sinyal, oleofinik bir protonun varhigini diisiindiirmektedir.
Alifatik sahada en asagi alanda izlenen ilk sinyal 6 4.58’de goriilen, genis singlet
seklindedir. & 4.27°deki multiplet sinyalin ise oksijen gibi bir heteroatoma komsu bir
protona ait oldugu disiiniilmektedir. & 3.94’te izlenen singlet sinyal {i¢ hidrojene
karsilik gelmektedir ve aromatik halkada metoksi varligini isaret etmektedir. d
3.18’de goriilen multiplet sinyalin azot gibi bir heteroatoma komsu karbon tizerinde
bulunan geminal giftten birine ait olabilecegi belirtilebilir. 6 2.84’te dublet dublet
olarak izlenen sinyale (J 12.5; 3 Hz) ve & 2.65’te goriilen ve belirgin dublet olarak
izlenen sinyale (J 12 Hz) sahip protonlar trans visinal olarak etkilesmektedir. Ayrica
alifatik alanda & 2.61- 2.54 arasinda iki proton degerinde multiplet sinyal ve &
2.33’te bir proton degerinde multiplet sinyal izlenmektedir. 3 2.07°de goriilen {i¢
hidrojen degerindeki singlet sinyal ise molekiilde bir N-Metil grubu varligina igaret

etmektedir.

Molekiiliin ESI kiitle spektrumunda (Spektrum 40) molekiiler iyon piki, m/z
318.37 [M+H]" olarak gériilmiistir. '"H NMR bulgular ve kiitle spektrumu birlikte
degerlendirildiginde, bilesigin Amaryllidaceae ana alkaloit gruplarindan homolikorin

tip alkaloit alt grubuna giren O-demetil-2-a-hidroksi homolikorin bilesigi oldugu
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belirlenmistir. Demetilasyonun hangi konumdan gergeklestigini tespit etmek igin
NOESY deneyinden (Spektrum 42) faydalanilmistir. NOESY spektrumunda (Tablo
41) O-Metil grubunun (5 3.94) & 6.99°daki aromatik protonla etkilesmesi, bu grubun
C-8’den bagli oldugunu gostermistir. Kapali formiilii Ci17 Hig NOs olan bilesigin
asagida a¢ik kimyasal yapisi literatiirle de uyumlu olan proton degerleriyle birlikte
verilmistir(264).

2.61-2.54

9-O-Demetil-2-a-hidroksihomolikorinin izolasyonu ilk kez Bastida ve
arkadasglar tarafindan 1988 ve 1990 yillarinda Narcissus dubius Gouan (207) ve N.
tortifolius Fdez. Casas (264) bitkilerinden rapor edilmistir. N. tortifolius bitkisinden
elde edilen bilesigin, tiimor hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesi de arastirilmistir
(39). Bu alkaloidin tiir bazinda izolasyonu ilk kez N. tazetta subsp. tazetta L. alt
tiirtinden, tarafimizdan rapor edilmektedir. Narcissus cinsi disinda Lycoris radiata

(L’Her.) Herb. (370) bitkisinden de izolasyonu yapilmistir.

Molekiiliin sitotoksik aktivitesi arastirilmis, Molt 4 lenfositik hiicrelerde ve
fibroblastik LMTK hiicrelerinde sitotoksik aktivitesi tespit edilmistir (39).

Asetilkolinesteraz inhibitor aktivitesi Ellman yontemi ile arastirilmis ve aktivitenin
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bulunmadigi rapor edilmistir (111). Anti-butirilkolinesteraz aktivitesi ile ilgili
herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Tez kapsaminda bilesigin antikolinesteraz
aktivite c¢aligmasi in vitro Ellman yontemi esas alinarak yapilmis olup,
asetilkolinesteraz inhibitor aktivitesi i¢in ICsp degeri 19.84 uM olarak tespit

edilmistir. Calismamizda bilesigin  butirilkolinesteraz  inhibitorii  aktivitesi

goriilmemistir.
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3.8. NT8: (-)-Pankratinin- C

Ana kolondan alinan 100-117. fraksiyonlar birlestirilmis (1.633 g), preparatif
stitun kromatografisi ile ayrim gergeklestirilmistir. Hareketli faz olarak XV nolu
¢Oziicii sistemi kullanilmistir. Bu ayrim sonucunda elde edilen fraksiyonlara J-1; J-

10 arasinda kodlar verilmistir.

J-5 kodlu fraksiyon (197.9 mg) ileri saflastirmaya tabi tutulmus; XII nolu
¢Oziicii sistemi hareketli faz olarak kullanilarak preparatif siitun kromatografisi
uygulanmistir. 15 alt fraksiyon elde ettikten sonra 12. alt fraksiyondan aseton ile
kristallendirme sonucu 5 mg agirliginda elde edilen optikge aktif ([a]p®:-15°)
bilesige NT8 kodu verilmistir.

Bilesige ait metanol-d4 icerisinde 400 MHz NMR spektrometresinde ¢ekilen
'H NMR spektrumunda (Spektrum 44) toplam 15 adet protona ait sinyal
izlenmektedir. Aromatik sahada 6 6.61 ve 6 6.57’de iki adet singlet pik olarak
izlenen protonlar birbirlerine gore para konumda bulunmaktadir. & 5.99°da dublet-
dublet (J 10.4; 1.6 Hz) ve & 5.72’de dublet-dublet (J 10.4; 1.2 Hz) seklinde izlenen
sinyaller molekiilde iki adet oleofinik protonun varligini disiindiirmektedir. &
5.87’de izlenen iki hidrojen degerindeki singlet sinyal, metilendioksi grubunun
varhigina isaret etmektedir. Alifatik sahada & 4.28’de goriilen asagi alana kaymis
multiplet seklindeki sinyalin, oksijen gibi bir heteroatoma komsu bir protona ait
oldugu belirtilebilir. 5 4.22 ve 6 3.83’te dublet (J 16.8 Hz) seklinde izlenen
sinyallerin, benzilik yapida geminal ¢ift olusturan protonlara ait oldugu
diistintilmektedir. Bunlarin diginda, alifatik alanda & 2.97- 2.94 arasinda goriilen iki
hidrojen degerindeki multiplet sinyal mevcuttur. 6 2.81°de dublet seklinde izlenen (J
7.6 Hz) ve o 2.64’te dublet seklinde izlenen sinyal (J 2.4 Hz) disinda; birbiriyle

etkilestikleri diisiiniilen protonlara ait & 2.23’te ve 6 1.57’de sinyaller mevcuttur.

Bilesige ait “>C NMR spektrumu (Spektrum 48) degerlendirildiginde 16 adet
karbona ait sinyal gériilmiistiir. HSQC deneyinden (Tablo 42) yararlanilarak hidrojen
tasiyan ve tasimayan karbonlar birbirinden ayirt edilmistir. Buna gore ilk
incelemelerde metilendioksi grubuna ait protonlarin 6 100.7’deki karbon iizerinde

bulundugu ve olefinik protonlarin bagl olduklar1 karbonlarin & 135.2 ve § 131.4°te
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sinyal verdigi tespit edilmistir. & 6.54 (H-7) ve 6 6.59’de (H-10) izlenen protonlarin
tizerlerinde yer aldiklar1 karbonlarin sirasiyla 6 106.1 ve 6 109.7°de sinyal verdigi
saptanmustir. *C NMR spektrumunda bunlarin disinda 3 adet metilen grubu tasiyan &
61.3, 54.6 ve 33.7°de izlenen karbonlara ait sinyaller yer almaktadir. Ayrica multiplet
seklinde boliinen ¢ 4.28°deki protonun o 62.6’da rezonans veren karbon iizerinde
bulundugu belirlenmistir. & 2.97 -2.94 araliginda multiplet seklinde izlenen iki
protondan birinin & 66.9°da rezonans veren karbon iizerinde, digerinin ise 6 54.6’daki
karbon lizerinde bulundugu goriilmiistiir. Spektrumda bunlarin disinda aromatik
alanda 4 tane (0 145.9, 147.2, 130.3, 124.7) ve alifatik alanda ise nispeten asag1 alana
kaymuis bir adet katerner (6 81.9) karbon yer almaktadir.

Molekiiliin ESI spektrumunda (Spektrum 43) molekiiler pik, m/z 288.29
[M+H]" olarak goriilmiistiir. Bilesigin molekiil agirligi, metilendioksi grubunun
bulunmasi ve olefinik protonlarin iki adet olusu, molekiiliin 6ncelikle hemantamin
grubuna ait olabilecegine isaret etmistir. Ancak, **C NMR spektrumunda 11 nolu
karbonun & 49.3’te goriilmesi ve HSQC deneyinde & 2.64’te bir hidrojen degerinde
sinyal veren protonun bu karbona bagli oldugunun belirlenmesi bilesiginin
iskeletinin farkli bir gruba ait olabilecegine isaret etmistir. H-11’in (8 2.64) nispeten
yukart alanda yer almasi, herhangi bir heteroatoma, a konumda olmadigini dogrular
niteliktedir. 1D NMR spektrumlarinda N-metil grubuna ait sinyalin de bulunmamasi
nedeniyle azotun da tersiyer oldugu géz oniinde bulundurularak bilesigin montanin

alt grubuna ait olabilecegi diistiniilmiistiir.

Bilesigin yapisinin tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in Yen korelasyonlarinin
saptandigt HSQC deneyi disinda diger 2D NMR tekniklerinden (*H,'H-COSsY,
HMBC, NOESY) yararlanilmigstir.

HMBC deneyinde (Spektrum 49) & 6.59 (H-10)’da izlenen proton & 124.7 (C-
6a), 6 49.3 (C-11) ve & 145.9 (C-8) karbonlariyla 3 bag, 6 147.9 (C-9) ile iki bag
araciligiyla korelasyon gostermektedir. 6 6.54 (H-7)’de izlenen proton ise & 61.3 (C-
6), 5 130.3 (C-10a) ve & 147.2 (C-9) ile 3Jcn, & 145.9°daki (C-8) karbonla 2Jch
araciligyla etkilesmektedir. Metilendioksi grubuna ait protonlar (6 5.87), & 145.9 (C-
8) ve 0 147.2’de (C-9) rezonans yapan karbonlar ile ii¢ bag aracilifiyla korelasyon
gostermektedir. § 2.64°te (H-11) izlenen proton *Jcy araciligiyla & 124.7 (C-6a) ve &
67.0’de (C-4a); “Jcn aracihigiyla & 130.3’te (C-10a) rezonans yapan karbonlarla
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etkilesmektedir. HSQC deneyi ile geminal ¢ift olduklar1 saptanmis olan ve 6 4.22 ve
6 3.83’te sinyal veren protonlar ii¢ bag araciligiyla & 67.0’de (C-4a) ve 6 130.3’te (C-
10a) rezonans veren karbonlarla; iki bag araciligiyla & 124.7°de (C-6a) rezonans
veren karbonla korelasyon gdstermektedir. Ilaveten, H-64 (5 3.83), C-12 (8 54.6) ile
ic bag araciligyla etkilesmektedir. 6 2.81°de sinyal veren proton 6 67.0’de (C-4a) ve
0 81.9°da (C-4b) rezonans yapan karbonlarla ii¢ bag araciligiyla etkilesmektedir. &
5.99°da (H-2) goriilen olefinik protonun, C-4b (& 84.9) ile; & 5.72°de (H-1) goriilen
protonun ise & 62.6°da (C-3) rezonans yapan karbonla ®Jcy araciligiyla korelasyonlar

mevcuttur.

'H,'H-COSY deneyinde (Spektrum 47) goriilen korelasyonlar da halkalardaki

protonlarin dizilislerini dogrulamaktadir.

Bilesigin konfigiirasyonel niteliklerinin belirlenebilmesi i¢in NOESY
deneyinden (Spektrum 50) yararlanilmistir. NOESY spektrumundan elde edilen
bulgularin molekiiler model {izerinde degerlendirilmesiyle H-10’un (8 6.59), &
2.64’te sinyal veren H-11 ile etkilestigi saptanmigtir. H-11 ise bunun diginda H-1 (3
5.72) ve geminal ¢ift olduklar1 saptanmis olup & 2.97-2.94 araliginda ve 6 2.81°de
sinyal veren protonlarla korelasyon gostermektedir. Diger olefinik proton olan H-2 (3
5.99) H-1 ile kuvvetli sekilde etkilesmektedir. Ayrica H-4a (& 2.97-2.94); H-4a (6
2.23) ile zay1if, H-4p (& 1.57) ile giiclii etkilesim gostermistir.

Oksijen gibi bir heteroatom komsulugunda bulunan H-3"{in (8 4.28), H-2 ile
ve H-4a (8 2.23) ile etkilestigi gortilmiistiir. H-3’lin & 2.81°de (H-12eq) sinyal veren
protonla etkilesmesi kondanse halkalarin ve tasidiklar1 protonlarin birbirne gére durusu
hakkinda onemli bilgiler vermistir. Bunlara ek olarak, & 3.83’te sinyal veren (H-

6a)’nin, H-12ax (6 2.97-2.94) ile korelasyonu mevcuttur.

'"H NMR verileri, **C spektrumu ve ¢esitli 2D NMR analizleri (Tablo 42) ile
kiitle spektrumu birlikte degerlendirildiginde bilesigin Amaryllidaceae alkaloit
gruplarindan montanin tip alkaloit alt grubuna giren pankratinin-C bilesigi oldugu
belirlenmistir. Kapali formiilii C16 Hi7 NO4 olan bilesigin asagida acgik kimyasal
yapisi literatiirle de uyumlu olan proton ve karbon degerleriyle birlikte verilmistir
(352).
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Pankratinin—C ilk olarak 2009 yilinda Pancratium canariense Ker Gawl.
bitkisinden elde edilmistir(352). Leucojum aestivum L. (389) ve Lycoris radiata L.
(370) tiirlerinden de izolasyonu yapilmis olan Pankratinin-C, Narcissus genusunda

ilk kez tarafimizdan rapor edilmektedir.

Bilesigin dopaminerjik hiicreler iizerindeki néronal hiicre koruma kapasitesi
arastirtlmastir (370). In vitro asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibit6r aktivite
tayini lizerine herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu sebeple tez kapsaminda
antikolinesteraz aktivite tayini yiriitilmiistiir. Ellman yontemi esas alinarak in vitro
ortamda gergeklestirilen deneyde anti-asetilkolinesteraz aktiviteye rastlanmamustir.
Anti-butirilkolinesteraz aktivitesi i¢in ICsp degeri ise 32.04 uM olarak tespit

edilmistir.
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4. izole Edilen Alkalolitler Uzerinde Molekiiler Doking Calismalari

Sekil 20. Donepezil-AChE kompleksinin (1IEVE.pdb) kristal yapist ile donepezil bilesiginin

hazirlanan model igerisindeki ilk sira doking pozunun superimpozisyonu.

Gorselde yesil cubuklar kristal yapi igerisindeki donepezil bilesigini ve
pembe ¢ubuklar hazirlanan model igerisindeki donepezil bilesigini temsil etmektedir.
Aktif yore artiklar ti¢ harfli kodla adlandirilmis ve aktif yore artiklari kristal yap1
icin mavi ve hazirlanan model igin turuncu olarak gosterilmistir. Kristal yapi
(1EVE.pdb) ve hazirlanan modelin destek yapist sirasiyla mavi ve turuncu seritler

olarak gosterilmistir.

259



Sekil 21. 3F9-BuChE kompleksinin (4TPK.pdb) kristal yapisi ile 3F9 bilesiginin BuChE’nin homoloji

modeli igerisindeki ilk sira doking pozunun superimpozisyonu.

Gorselde yesil ¢ubuklar huBuChE igerisindeki 3F9 bilesigini ve pembe
cubuklar BuChE’nin homoloji modeli igerisindeki 3F9 bilesigini temsil etmektedir.
Aktif yore artiklar1 ti¢ harfli kodla adlandirilmis ve aktif yore artiklari kristal yapi
i¢in mavi ve homoloji model i¢in turuncu olarakgosterilmistir. huBuUChE (4TPK.pdb)
ve homoloji modelin destek yapisi sirasiyla mavi ve turuncu seritler olarak

gosterilmistir.
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Sekil 22. Galantamin, 11-hidroksigalantin, narsissidin ve 9-O-metilpsddolikorin bilesiklerinin

eeAChE igerisindeki ilk sira doking pozlarinin superimpozisyonu.

Gorselde galantamin altin sarisi, 11-hidroksigalantin bilesigi grimsi mavi,
narsissidin mavi ve 9-O-metilpsddolikorin mor ¢ubuklar olarak gosterilmistir. Aktif
yore artiklart ii¢ harfli kodla adlandirilmis ve aktif yore artiklar1 beyaz cubuklar

olarak gosterilmistir. eeAChE nin ligandlara yakin molekiiler yiizeyleri eklenmistir.
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Sekil 23. Galantamin-AChE kompleksinin (1DX6.pdb)
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kristél yapisi ile galantamin bilesiginin

hazirlanan model igerisindeki ilk sira doking pozunun superimpozisyonu.

Gorselde yesil c¢ubuklar kristal yapi igerisindeki galantamin bilesigini ve
pembe c¢ubuklar hazirlanan model igerisindeki galantamin bilesigini temsil
etmektedir. Aktif yore artiklar ti¢ harfli kodla adlandirilmis ve aktif yore artiklari
kristal yap1 igin mavi ve hazirlanan model igin turuncu olarak goésterilmistir. Kristal
yapt (1DX6.pdb) ve hazirlanan modelin destek yapisi sirasiyla mavi ve turuncu

seritler olarak gosterilmistir.
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Molekiiler doking kii¢iik molekiil ilag adaylar1 ile bunlarin hedefledikleri
proteinler arasindaki etkilesimleri teorik olarak belirleyen etkili bir yontemdir.
Calismamizda bu teknik kullanilarak, izole edilen (-)-likorin, (-)-psédolikorin, (-)-9-
O-metilpsodolikorin, (-)-narsissidin, (+)-11-hidroksigalantin, (-)-galantamin, 9-O-
demetil-2-a-hidroksihomolikorin  ve pankratinin-C  bilesiklerinin eeAChE ve
eqBuChE enzimlerinin aktif yoreleri icerisindeki baglanma yoOnelimleri
degerlendirilmistir. Doking calismalarina baslamadan énce RCSB’den alinan enzim
haritalar1 materyal ve metot boliimiiniin homoloji modelleme ve doking ¢alismalari
alt boliimlerinde belirtilen yontemlerle doking c¢alismast i¢in hazirlanmistir.
Bilesiklerin her iki enzim igerisindeki etkilesimleri GOLD 5.6.2 programi ile
GoldScore skorlama fonksiyonu kullanilarak ayri ayri hesaplanmig ve Tablo 45°te

rapor edilmistir.

Doking metodunu valide etmek i¢cin AChE inhibitorii donepezil ve
huBuChE’nin (PDB id: 4TPK) kristal yapisindan elde edilen N-{[(3R)-1-(2,3-
dihidro-1H-inden-2-il)piperidin-3-ilJmetil}-N-(2-methoksietil)naftalen-2karboksamit
(Ligand id: 3F9) bilesigi sirasiyla eeAChE and eqBuChE’nin homoloji modeline
doklanmistir. Inhibitorlerin s6z konusu proteinler igerisindeki ilk sira doking pozlar:
ve skorlama degerleri Sekil 20-21 ve Tablo 45°te verilmistir. Donepezil bilesiginin
ilk sira doking pozunun eeAChE’nin aktif yoresinde kristal yap1 ile ayn1 baglanma
yonelimine sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 20). egBuChE’nin homoloji modelinin
aktif yoresinde ise 3F9 bilesiginin ilk sira doking pozu ve kristal yapmnin ayn
baglanma yonelimine sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 21).

Calismamizda izolasyonu gergeklestirilmis olan alkaloitlerin eeAChE ve
eqBuChE enzimleri icerisinde hesaplanan doking skorlarini inceledigimizde her iki
enzimden elde edilen doking skorlarinin birkag istisna 6rnek disinda birbirine ¢ok
yakin oldugu goézlemlenmistir. (Tablo 45). Biyolojik aktivite ¢alismasinda eeAChE
enzimine selektif inhibisyon gosteren galantamin, narsissidin ve 9-O-demetil-2-a-
hidroksihomolikorin bilesiklerinin eeAChE igerisindeki doking skorlarinin eqBuChE
icerisinde doking skorlarindan belirgin bir sekilde yiliksek oldugu hesaplanmistir.
Bununla birlikte eeAChE enzimine selektif inhibisyon gosteren 11-hidroksigalantin
bilesiginin eeAChE igerisinde hesaplanan doking skorunun eqBuChE igerisinde
hesaplanan doking skorundan azda olsa yiiksek oldugu tespit edilmistir. Buna benzer
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bir durum ise psodolikorin bilesigi i¢in gézlemlenmistir. eqBUChE enzimine daha
fazla inhibisyon gosteren psodolikorin bilesiginin eqBuChE igerisinde hesaplanan
doking skorunun eeAChE igerisinde hesaplanan doking skorundan daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. eqBUChE selektif 9-O-metilpsodolikorin ve pankratinin-C
bilesiklerinde ise eqBuChE igerisinde hesaplanan doking skorunun eeAChE
icerisinde hesaplanan doking skorundan diisiik oldugu tespit edilmistir.

AChE'min aktif bolgesi olan katalitik anyonik bolge (CAS); esteratik ve
anyonik alt bolge olarak adlandirilan iki alt bolimden olusmaktadir. Enzimin
katalitik aktivitesinden esteratik alt bolge sorumlu iken, anyonik alt bolge kolin
baglama cebi olarak bilinmektedir. Enzimin esteratik aktif bolgesinde bulunan serin
ve histidin kalintilar1 AChE aktivitesi i¢in ¢ok onemlidir. Anyonik alt bolge,
etkilesimi pozitif yiikli katerner bir asetilkolin grubu ile gerceklestirmektedir.
Ayrica, anyonik alt bolge, AChE'nin inhibitdrleri olan bazi katerner amonyum yapisi
tagtyan ligandlarin baglanma yeridir. AChE’nin baglanma bolgesinde katalitik
merkezinin iki alt kisminin yan1 sira periferik anyonik bolge (PAS) bulunmaktadir.
Aktif bolgenin kolin-baglanma cebinden farklidir. Bu bolge AChE'nin substrat
inhibisyonunda yer alip, buna ragmen, diisiik substrat konsantrasyonlarinda,
substratin periferal anyonik bolgeye baglanmasi katalitik yolakta agilasyon adimini
hizlandirabilmektedir (390).

Doking calismasi sonucunda bilesiklerin eeAChE igerisindeki elde edilen
doking pozlar1 degerlendirildiginde, eeAChE inhibisyonu gergeklestiren bilesiklerin
enzim katalitik anyonik bolgesi igerisine yerlestigi ve/veya yoneldigi gorilmiistiir
(Sekil 22). Bilesikler arasinda en iyi inhibitor etkinlige sahip oldugu belirlenen
galantamin bilesiginin doking pozunun eeAChE igerisindeki kristal yapisi ile ayni
baglanma yonelimine sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 23). Galantamin bilesiginin
doking pozu degerlendirildigine bilesikte bulunan metoksi yapisinin enzimin
esteratik aktif bolgesinde bulunan Ser200 ve His440 aminoasit artiklarina yoneldigi
ve hidroksil grubunun ise Glu199 amino asit artigina yoneldigi belirlenmistir. Diger
bir inhibitor etkili bilesik olan 9-O-metilpsddolikorinin fenil yapisi lizerinde bulunan
metoksi gruplarinin enzimin katalitik anyonik bdlgesinin anyonik alt bolgesi
aminoasit artiklaridan Trp84 ve Tyr130 arasina yoneldigi tespit edilmistir. Inhibitor
etkili narsissidin ve 11-hidroksigalantin bilesiklerinin Tyr121, Phe290, Phe330 ve
Phe331 aminoasit artiklarindan olusan hidrofobik cebe konumlandigi ve enzimin

katalitik anyonik bolgesi ile periferik anyonik bolgesi arasinda bulunan Asp72
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aminoasit artiginin karboksilat anyonu ile bilesiklerin pozitif yiiklii tersiyer amin
gruplariin iyonik etkilesimler gerceklestirdigi belirlenmistir. eeAChE {izerine daha
diisiik inhibitor etkinlige sahip psodolikorin ve 9-O-demetil-2-a-hidroksihomolikorin
bilesiklerininde Tyr121, Phe290, Phe330 ve Phe331 aminoasit artiklarindan olusan
hidrofobik cebe konumlandigi ve bolge aminoasitleri ile hidrofobik etkilesimler
gosterdikleri  belirlenmistir. Doking ¢alismasinda  pankratinin-C  bilesigide
psodolikorin  ve  9-O-demetil-2-a-hidroksihomolikorin = bilesikleri gibi Tyrl21,
Phe290, Phe330 ve Phe331 aminoasit artiklarindan olusan hidrofobik cebe yerlestigi
halde biyolojik aktivite ¢alismasinda bilesigin eeAChE {izerine inhibitor etkinlik
gostermedigi tespit edilmistir. Calismadaki diger bilesiklerden farkli olarak likorin
bilesiginin enzimin periferik anyonik bolgesine yerlestigi gozlemlenmistir. Diigiik
substrat konsantrasyonunda substratin sadece periferal anyonik bolgeye
baglanmasinin ve Katalitik yolakta agilasyon adimii hizlandirmasinin; likorin igin
doking c¢aligmasinda enzime baglanma goriilmesine ragmen inhibitor etki
gosterememesinin nedeni olabilecegi diisiiniilmektedir.

AChE ile BuChE arasindaki temel farklilik AChE’nin periferal anyonik bolge,
enzim c¢ukuru girisi ve agil baglanma cebinde bulunan c¢esitli aromatik aminoasit
artitklarinin BuChE ile ayni pozisyonlarda olmamasidir (341). AChE’nin g¢esitli
aromatik aminoasit artiklarinin BuChE’de kiicliik ve polar aminoasit artiklari ile
degismesi BuChE’nin daha genis bir enzim ¢ukuruna sahip olmasina neden olup sz
konusu genis ¢ukurun varligi substrat segiciligini diistirmektedir (341).

Enzim inhibisyon c¢aligmalarinda 9-O-metilpsddolikorin bilesigi ¢aligilan
bilesikler arasinda egBuChE inhibisyonu {izerine en etkili bilesik olarak
belirlenmistir.  9-O-metilpsddolikorin’in  en yliksek doking skoruna sahip
konformasyonu incelediginde bilesigin katalitik anyonik bdlgesi icerisine yoneldigi
goriilmiistiir. Ozellikle hidroksil gruplarmi tasiyan hekzahidroindol yapisinin Trp82,
Glyl15, Glyl16, Thr120, Tyr128, Glul97, Ser198 ve His438 aminoasit artiklarinin
olusturdugu esteratik ve anyonik alt bolge ile acil baglanma bolgesi arasina yerlestigi
belirlenmistir. Molekiiliin 2 konumundan siibstitiie hidroksil grubunun Glul197’nin
karboksilik asit oksijen atomlar ile hidrojen bagi yaptig1 tespit edilmistir. Diger
inhibitor etkili bilesikler olan galantamin, 11-hidroksigalantin, psodolikorin ve
pankratinin-C bilesiklerinin 9-O-metilpsédolikorin gibi katalitik anyonik bdlgesi
icerisine yoneldigi basta Glul97 ve His438 ile hidrojen bagi yaptiklar1 ve diger

aminoasit artiklart ile hidrofobik etkilesimler gosterdikleri belirlenmistir. BUChE’ye
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kars1 inhibitor etki gostermeyen likorin hari¢ diger bilesiklerin de aktif bilesiklerle
ayn1 sekilde baglanma bolgesine yerlestigi fakat hidrojen baglar1 gerceklestiremedigi
goriilmistiir. Likorin molekiiliiniin ise Ala328, Phe329 ve Tyr332’den olusan
hidrofobik cebe oturdugu tespit edilmistir.
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V. BOLUM

SONUC VE ONERILER
Tez c¢alismasindan elde edilen bulgular ileride Tirkiye’den toplanmis

Narcissus tazetta subsp. tazetta L. bitkisinin monografinin hazirlanmasi durumunda

yararli olabilecek kalite kontrol ¢aligsmalarina ait verileri kapsamaktadir.

Sogan ve toprak istii kisimlari {izerinde yapilan miktar tayini ¢alismalari,
bitki O6rneginin likorin ve galantamin miktarlar1 agisindan degerlerndirilmesine
olanak saglamistir.

Amaryllidaceae familyasi bitkilerinde iz miktarlardan kuru agirlik {izerinden
hesaplanmak sartiyla % 0.5’lere varan galantamin bulunmaktadir (363).

Yiiksek miktarda galantamin tasidigr bilindigi i¢in ticari olarak da kullanilan
bitkilerden ilk gbze ¢arpanlart kuru agirliga gore % 0.3 galantamin tasiyan Leucojum
aestivum L., Galanthus woronowi (%0.9) ve Ungernia victoris (%0.6) bitkileridir.
Narcissus tiirlerinden birkagi da yine galantamince zengin bitkiler arasinda
degerlendirilmektedir (363).

Narcissus genusunda HPLC ile alkaloit miktar tayini yapilmus tiirler arasinda
kuru sogan Orneklerinde N. confusus 5.38, N. perez-chiscanoi ise 1.93 (mg/Q)
oraninda galantamin tagimaktadir(111).

Ayrica galantamin kaynagi olarak kullanilan ve bu amagla kiiltlirii yapilan
Narcissus pseudonarcissus cult. Carlton bitkisinin farkli bolgelerden toplanmis
orneklerinin kuru soganlarinda 2.23-3.32 arasindaki oranlarda (mg/g) galantamin
varlig1 saptanmustir. Ayni Srneklerdeki miktarlar "H NMR yontemi ile incelendiginde
bu oran 2.36-3.32 (mg/g) arasinda bulunmustur (110).

Narcissus tazetta L. bitkisi iizerinde farkli yontemler kullanilarak galantamin
miktarlar1 arastirilmustir. iran’da farkli lokalitelerden toplanmis sogan drneklerinde
HPLC ile yapilmig ¢alismada % 0.03-0.33 arasinda galantamin bulundugu rapor
edilmistir (128, 133). Hollanda’dan toplanmis sogan 6rneginde HPLC ile yapilmis
tayinde galantamin bulunmadigi goriilmiistiir(113). Narcissus tazetta subsp. tazetta
L. 6rnegi ilizerinde galantamin miktar tayinine rastlanmamistir. Yaptigimiz HPLC
calismasinda ise bitkide galantamin miktar1 soganda % 0.0051 toprak {istii kisimda %
0.0055 bulunmustur. Bundan dolayr bitkinin galantamin kaynagi olarak

kullanilamayacagi belirtilebilir.
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Narcissus tazetta subsp. tazetta bitkisinin Antalya/Tiirkiye’den toplanmis
orneginde daha once likorin miktar tayini HPLC ile yapilmistir (24). Bu ¢alismada
sogan oOrneklerinde % 0.089 oraninda likorin bulundugu tespit edilmistir. Tez
calismamizda Mugla/Tiirkiye’de yetisen bitki Orneginde yaptigimiz c¢alismada
soganlarda % 0.025 ve toprak {istli kistmda % 0.067 oraninda likorine rastlanmustir.
Tez caligmamizda HPLC yontemi kullanilarak yapilan miktar tayini sonuglart
degerlendirildiginde bitkinin toprak iistii 6rneklerinde, sogan 6rneklerine gore daha
yiiksek oranda alkaloit bulundugunu gostermektedir. Bu sonug, galantamince zengin
bir tiir olan Narcissus confusus iizerinde yapilmis, bitkinin biiyiime dongiist ile
organlardaki galantamin miktarinin iligkilendirildigi ¢alismada, ¢igeklenmenin
ardindan baslayan donemde galantamin igeriginin yapraklarda soganlardan daha
yiiksek bulunmasi sonucu ile uyum gostermektedir (118).

Narcissus kiiltivarlari ile ¢igeklenme déneminde yapilmis bir baska caligmada
yaprak ve soganlarin kuru agirliga gore sirasi ile % 0.02-0.1 ve % 0.05-0.1 oraninda
galantamin igerdikleri saptanmistir. Bes farkli sera kiiltivarindaki alkaloit igerigi ise
yine kuru agirliga gore % 0.1-0.2 ve % 0.05-0.2 olarak belirlenmistir. Bu sebeple
cicek hasatindan sonra bu sera bitkilerinin yapraklarinin galantamin iiretimi i¢in
kullanilabilecegi Onerilmistir (363). Calismamizda kullandigimiz bitki 6rnegi de
toplama zamani olarak bu donemlere karsilik geldiginden toprak iistii kisimlarin
galantamin veriminin soganla karsilastirildiginda énemli diizeylere ulagsmig olmasini
destekleyici niteliktedir.

Narcissus cinsine ait bitkilerin ¢igeklerinden elde edilen ugucu yag ile sogan
ve toprak {istii kisimlarindan hazirlanan ekstreler tlizerinde GC-MS c¢alismalari
mevcuttur (100, 140). Narcissus cinsi tizerinde yapilmis GC-MS ¢alismalari
sayesinde familya ve cins igin yeni olan alkaloitlerin tespiti miimkiin olmakta,
izolasyon c¢aligmalarinda hedefe daha kolay ulasmayr saglamaktadir(141).
Tiirkiye’de yetisen Narcissus tazetta subsp. tazetta bitkisinin toprak {istii kisimlari ve
soganlari iizerinde, GC-MS yontemi kullanilarak alkaloit igeriklerinin tayini ilk kez
bu calismada gergeklestirilmistir. Bitkideki galantamin miktar1 bitki 6rneginin bir
galantamin kaynagi olarak kullanilmasi icin yeterliligini tam olarak saglamasa da
GC-MS bulgular ve izolasyonla elde edilen maddeler agisindan degerlendirildiginde,
tilkemizde yetisen bu alt tiirin Amaryllidaceae alkaloit iskelet tipleri bakimindan

cesitlilige sahip oldugunu agikca ortaya koymaktadir. Tez calismalar1 kapsaminda
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yapilan GC-MS ¢alismasi sonucunda bitkide 5 farkli iskelet tipinde, 23 adet alkaloit
oldugu saptanmustir.

Izolasyon ve yap1 aydilatma galismalar1 sonucunda 4 farkls iskelet tipine ait
toplamda 8 Amaryllidaceae alkaloidi Mugla/Tiirkiye’de yetisen Narcissus tazetta

subsp. tazetta 6rneginden rapor edilmistir.

Bu alkaloitlerden yalniz likorin ve galantamin daha once Tiirkiye kaynakli
Narcissus tazetta bitkisinden izole edilmistir (24, 64). Bir ¢alismada Antalya ve
cevresinden toplanmis Ornek calisilmis ve sonucta likorin disinda tazettin, N-
norgalantamin, hemantamin ve 3-epihidroksibulbispermin izole edilmistir(64). Diger
bir ¢alismada ise Yalova’da ticari olarak temin edilmis soganlardan galantamine ek
olarak bufanisin, 9-O-demetilhomolikorin, 3-epihidroksibulbispermin, hemantamin
ve tazettin izole edilmistir (24).

Tez c¢alismamiz sonucunda izole ettigimiz alkaloitlerden Pankratinin-C,
Narcissus cinsinden; 9-O-metilpsodolikorin, narsissidin, 11-hidroksigalantin, 9-O-
demetil-2-a-hidroksihomolikorin Narcissus tazetta tiiriinden ilk kez bu c¢alisma ile
rapor edilmistir. Psodolikorin ise N.tazetta subsp. tazetta alt tiiriinden ilk kez bu

calismada izole edilmistir.

Izolasyon ve yap1 aydinlatma sonucunda elde edilen saf bilesiklerin in vitro
Ellman yontemine dayali mikroplaka deneyiyle asetilkolinesteraz  ve
butirilkolinesteraz enzimlerini inhibe edici etkileri, standart olarak galantamin
kullanilarak saptanmis ve aktif bulunan bilesiklerin ICsq degerleri hesaplanmistir. Bu
kapsamda 11-hidroksigalantin, narsissidin, 9-O-demetil-2-a-hidroksihomolikorin ve
psodolikorin anti-asetilkolinesterazaktivite gosterirken, montanin alt grubundan olan
pankratinin-C’nin aktif olmadig: gériilmiistiir. 9-O-demetil-2-a-hidroksihomolikorin
ve narsissidin alkaloitlerinin anti-butirilkolinesteraz aktivitesi saptanmamis, ancak
11-hidroksigalantin, pankratinin-C ve psddolikorinin BuChE inhibisyonu yaptigi
belirlenmistir. (-)-Likorin, (+)-galantamin ve 9-O-metilpsddolikorin bilesiklerinin
anti-asetilkolinesteraz ve anti-butirilkolinesteraz aktiviteleri daha once ¢alisma
grubumuz tarafindan arastirilmis oldugu igin bu ¢alismada tekrarlanmamistir (289,
292). Ayrica bu calismada molekiiler doking teknik kullanilarak izole edilen
alkoloitlerin Torpedo californica asetilkolinesterazi (eeAChE) ve Equus caballus

biitirilkolinesterazi (eqBuChE) ile olusturulan tahmini ligand-reseptér kompleksleri
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yardimiyla alkoloitlerin enzimlerin aktif yoreleri i¢erisindeki baglanma yénelimleri

degerlendirilmistir.

Sonu¢ olarak bitkilerin yetistigi toprak yapisi, iklim kosullari, her tiirli
cevresel faktdr ve genetik ¢esitlilige baglh olarak igeriginin degismesine dayanarak,
Tiirkiye’de yetisen Amaryllidaceae bitkilerinin alkaloit igeriklerinin daha detayh
arastirllmasinin  gerektigi sdylenebilir. Ilaveten, teze konu olan bitkinin farkl
lokalitelerden toplanacak olan 6rneklerinin fitokimyasal i¢eriklerinin arastirilmasi ile

ilging kimyasal yapiya sahip biyoaktif molekiillerin elde edilmesi miimkiin olabilir.
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