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GIRIS VE AMAC

Galanthus tiirleri, Amaryllidaceae familyasinin diinyada mevcut oldugu
bildirilen 85 (168) ve iilkemizde mevcut oldugu bilinen § (25) genusu arasinda yer
alan, Avrupa, Anadolu ve Yakin Dogu’da yayilis gosteren ¢ok yillik, soganl, otsu
bitkilerdir (17, 42). Ulkemizde halk arasinda "Kardelen" , "Oksiiz Ahmet",
"Garipge", "Boynu biikiik", "Kargasogani", "Aktas" gibi yerel isimlerle
taninmaktadirlar (2, 15, 172). Bir kaynakta Galanthus tiirlerinin toprak {istii
kistmlarinin halk arasinda kalbi kuvvetlendirici, midevi ve adet soktiirlicii olarak,
toprak alt1 kisimlarinin ise taze halde iken ezilip lapa halinde hazirlanarak ¢ibanlari

olgunlastirici olarak kullanildiklar1 belirtilmektedir (15).

Ekonomik agidan ele aldigimizda, Galanthus tiirleri ekolojik toleranslari fazla
ve vejetatif yolla iretilmeleri kolay bitkiler olduklari icin, bahce ve cevre
diizenlemelerinde siis bitkisi olarak oldukca yaygin bir sekilde kullanilan bitkilerdir.
Bu nedenle iilkemizden bazi tiirlerin soganlari, yurt disina ¢icek sogani adi altinda
thra¢ edilmektedir (92, 172, 120). Son yillarda bu yogun ihracat sonucu, tahrip
oldugu goriilen bitkilerin yok olmalarmmi Onlemek i¢in bunlarin ihracatlar1 ve
korunmalar1 konularinda yasal diizenlemeler yapilmaktadir. Tarim ve Koy Isleri
Bakanliginin yaymladigi “Dogal Cigek Soganlarmmn 2010 Yili Ihracat Listesi
Hakkinda Teblig” geregince Antalya ili, Alanya ve Giindogmus ilge simirlar
icerisinde yetisen populasyonlar hari¢ olmak tizere Galanthus elwesii Hook. (Toros
kardeleni) soganlar1 ve Galanthus woronowii Losinsk. (Karadeniz kardeleni)
soganlarinin ihra¢ edilmesine izin verilmis olup, bunlarin ihracati da kotayla

sinirlandirilmistir (148).



Galanthus tiirleri kimyasal igerikleri agisindan, lektinler ve Amaryllidaceae
alkaloitleri tagidiklar1 icin ilgingtirler. Son yillarda potansiyel tedavi edici dnemleri
nedeniyle yogun olarak arastirilan lektinleri ve alkaloit igerikleri bakimindan ¢ok
sayida arastirmaya konu olmaktadirlar. Bu alkaloitlerden, tedavi degeri agisindan en
onemli olanlarindan biri galantamin adli alkaloittir. Bu bilesik analjezik (68),
antikolinesteraz (19, 53, 130, 153), gevsetici anestezi alan hastalarda plazma kortizol
diizeyini arttirict (38), antiviral (62), sitotoksik (166), noroblastoma SK-N-SH
hiicreleri tizerinde antioksidatif (60, 61) etki gibi degisik aktivitelere sahiptir.
Tedavide ameliyat sonrasi bagirsak-mide-mesane atonisinde, myasthenia gravis'de,
miyopati ve poliomyelitis'den sonraki semptomlarda, polinevropati, polinevrit ve
omurilik zedelenmelerinde kullanildigi derleme seklinde hazirlanmig ikincil bir
kaynakta bildirilmektedir (67). Bu alkaloidin tedavi agisindan esas ilgi ¢ekici yonii,
asetilkolinesteraz  inhibitorii  aktiviteye sahip olmasi nedeniyle Alzheimer
Hastaligi'ndaki kullanihisidir (69, 102, 99, 23). Ornegin etken bilesik olarak
galantamin igeren "Nivalin" adli bir preparat giinimiizde Avusturya'da ve diger
Almanca konusulan tilkelerde onaylanmis olarak bu hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir (136). Buna ilaveten, s6z konusu iilkelerde yiiz nevraljisi gibi
endikasyonlarda kullanilmak tizere de pazarlanmaktadir (136). Galantamin
hidrobromiir tuzunu igeren “Reminil” ve “Razadin” adli preparatlar hafif veya orta

siddette seyreden Alzheimer Hastaligi'nin tedavisinde kullanilmaktadir (72, 73).

Galanthus tiirlerinde varligi saptanmig ana alkaloitlerden bir digeri de likorin
adli alkaloittir. Likorin'in analjezik (147) etkisinin yani sira, in vitro olarak kuvvetli
kardiyotonik (1) etkisi oldugu bildirilmistir. Siganlarda uterus ve bagirsak
motilitesini artirdig1 in vitro olarak gosterilmistir (135). Ayrica bazi RNA ve DNA

esaslt virlisler iizerinde deneysel olarak saptanmis antiviral etkisinin oldugu da
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bilinmektedir (63, 141). Ornegin likorinin poliomyelitis, Coxsackie B,, kabakulak,
Semliki Forest, Herpes Simplex Tip I viriislerini doza bagimli olarak inhibe ettigi
bildirilmistir (76, 77, 163). Bunlara ilaveten, farkli analiz yontemleri kullanilarak,
likorinin DNA ve/veya RNA ile etkilesmesini gosteren ¢alismalar mevcuttur (70,
131). Likorinin kiiltiire alinmis K-ras-NRK hiicrelerinde protein sentezini spesifik
olarak inhibe ettigi ve dolayisiyla da memeli hiicrelerinde protein sentezini inhibe
ettigi gosterilmistir (93). S6z konusu bu alkaloidin antienflamatuar (40), antimalaryal
(48), sitotoksik (30, 97, 166) ve antitiimor (59, 100, 101, 107, 150) aktiviteleri ile
Murine P-388 lenfositik 16semi ve sarkomada biiyiime inhibitorii etkiye (123) sahip
oldugu saptanmustir. Biitiin bu hususlar s6z konusu iki alkaloidin tedavi agisindan
Oonemlerini ortaya koymaktadir. Bu iki alkaloidin disinda, diger Amaryllidaceae
alkaloitlerinin de ilging fizyolojik ve farmakolojik aktiviteleri bulunmaktadir (59, 70,

71).

Bu c¢alismada esas olarak iilkemizin Dogu Karadeniz bdlgesinde yetisen
Galanthus woronowii Losinsk. bitkisinin ¢igekli donemde farkli tarihlerde ve degisik
lokalitelerden toplanmis toprak iistii ve toprak alti kisimlarina ait 6rneklerin kalite
Ozelliklerinin saptanmasi amaglanmistir. Bu kapsamda anatomik ¢aligmalar, nem, kiil
miktar tayini, ince tabaka kromatografisi ile alkaloitlerin teshis ve saflik kontrolii,
total alkaloit miktar tayini ile galantamin ve likorin alkaloitlerinin miktar tayinlerine
yonelik calismalarin yapilmasi planlanmistir. Bu sekilde total alkaloit, galantamin ve
likorin alkaloitleri agisindan zengin olan kaliteli bir drogun tasimasi gereken temel
Ozelliklerin belirlenmesi amacglanmistir. Bunlara ilaveten, bitkisel orneklerin
asetilkolinesteraz inhibitor aktivite ag¢isindan arastirtlmast da  amacg olarak

belirlenmistir.



I. BOLUM

1. GENEL BiLGILER

1.1 BiTKi HAKKINDA BOTANIK BiLGILER

Galanthus woronowii  bitkisi, ¢ok yillik soganli bir bitki olup,
Amaryllidaceae familyas iiyeleri arasinda yer almaktadir (14, 17, 25, 42, 168, 172).
Asagida bitkinin cins seviyesinde tanimina yonelik olarak verilen bilgiler, "Flora of
Turkey and The East Aegean Islands"(25) adli kaynaktan, hi¢ bir katkida
bulunulmaksizin derlenmistir. Tiir seviyesinde tanimina iliskin bilgiler i¢in ise diger

bazi kaynaklardan yararlanilmistir (17, 42).

1.1.1 Galanthus L. Cinsi

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

subgloboz veya globoz, 3 gozlii. Tohumlar agik kahverengi, strofiyolattir (25).



1.1.2 Galanthus woronowii Losinsk.

Galanthus woronowii, in Kom. F1. SSSR 4: in addenda, 749 (1935); Grossh.,
Fl. Caucas.edn. 2,2:193, harita 225 (1940); Kem.-Nath. in Trudy Tbilissk Bot. Inst.
ser. 2,11:177 (1947); Kolak., Fl. Abkhas. 4:112 (1986); Dimitr. in Opred. Rast. Adzh.
Izd. 2(2): 152 (1990). Ind. loc.: Culta in Horto Botanica Academiae Scient. URSS,
misit Steup anno 1928 e Krassnaja Polyana. Tip in Herb. Inst. Bot. Ac. Sc. URSS.
Tip: bu tiir Sistematik Bolimiinde (LE) kiiltiire alinmistir ve Steup tarafindan

1928°de Sochi, Krasnaya-Polyana’dan alinmistir, iv 1934 (holotip LE!) (42).

G. ikariae Baker subsp. latifolius Stern, Snowdr.&Snowfl.: 50 fig. 13 (1947),

pro parte excl. G. platyphyllus TraubMoldenke (= G. latifolius Rupr.) (42).

[G. plicatus sensu Ledeb., FI1. Rossica 4: 114 (1853), pro parte.] (42).

[G. latifolius auct. Non Rupr.: Masters in Gard. Chron. New ser., 15: 404

(1881); Stern & Gilmour in Bot. Mag. 164:tab. 9669 (1946).] (42).

[G. ikariae auct. non Baker pro parte. Artjush. in Bot. Zhurn. (Moscow &
Leningrad) 50 (10): 1445 (1965); Artjush. in Bot. Zhurn. (Moscow & Leningrad) 51
(10): 1448, fig. 5 (1966); Artjush. in Daffodil Tulip Year Book: 70, fig. 5, harita 20
(1967); Artjush. in Pl. Life 25 (2-4): 148, fig. 30 (1969); Artjush., Amaryllidaceae
SSSR: 76 (1970); C. D. Brickell in P. H. Davis et al. (eds.), Fl. Turkey 8: 372, harita
55 (1984); C.D. Brickell in Walters et al. (eds.), Europ. Gard. FI. 1: 319 (1986);

Mordak in Spisok rast. Gerb. Flory SSSR 27 (92): No.7107 (1990).] (42).



[G. ikariae auct. non Baker: Baytop & Mathew, Bulb. P1. Turkey:22 (1984).]

(42).

Sogan + kiireden ovoide kadar degisen sekilde, 2-2.5 cm x1.5-1.7cm. Kin
4.5-7 cmx0.5-0.7 cm. Tomurcukta iken yaprak kenarlar1 bir rulo seklinde kivrilmas;
seritsiden dar oblanseolata kadar, ¢igeklenmede (5-)8-20(-32.5) cm x (0.85-)1.1-2(-
3) cm, cigeklenmeden sonra 13-25(-41) cm %(0.9-)1.3 cm x 2.1(-3) cm ye gelisir,
olgunlukta asag1 dogru kivrik veya dik-yayik; parlak yesilden koyu yesile kadar,
parlak veya ¢ok sik olmayan sekilde ¢ok hafif mavimsi yesil, yiizeyler + tek renkli;
icteki (adaksiyal) ylizey + diiz veya 2 den 4 e kadar sayida ince, boyuna oluklu;
kenarlar diizden hafif dalgaliya kadar; tepede sivri ile yuvarlak arasi (obtus), diiz.
Skapus 4-19 cm uzunlugunda, yesil. Cigek sap1 1.5-2.5 cm uzunlugunda. D1s ¢icek
ortiisii parcalar1 dar obovat, 1.6-2.4(-2.8)x0.7-1.3(-1.6) cm, hafif tirnakli. I¢ ¢icek
oOrtiisii parcalar1 £ obovattan kiineata (kamams1) kadar, 0.7-1.2 cm X% 0.4-0.6 cm,
emarginat (tepede girik); her parga degisken, dardan genise kadar, £ N seklinde
lekeli, bazen diiz tepeli ve ara sira iki kiigiik leke-benzeri isaretlerle boyuna
boliinmiistiir, leke tepedeki girinti iizerinde i¢ (adaksiyal) ylizeyde yer alir; digdaki
(abaksiyal) leke igteki (adaksiyal) leke ile benzer sekil ve boyuttadir. Anterler tepeye
dogru incelmektedir. Kapsiil kiire seklinde, 1-1.5 cm ¢apinda. Tohumlar kahverengi,

yaklagik 0.5 cm uzunlugundadir (42).

Ciceklenme zamani. {lkbahar (Ocak-Nisan) (17, 42).

Habitat. Yaprak doken ve karisik yaprak doken agaclarin bulundugu
(Carpinus spp., Quercus spp., Fagus spp. vb.) ormanlarda , kozalakli agaglardan
olusan ormanlarda (Taxus baccata, Pinus spp., Fagus spp. ve Abies spp.), ve karigik

yaprak doken ile kozalakli agaclarin karisik olarak bulundugu ormanlarda (Kafkasya
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bolgesinde tipik olarak Taxus baccata ve Buxus colchica). Siklikla tagh ve kayalik
yerlerde: kalkerli kayalarda, vadilerde tasli yamacglarda ve yamacg eteklerinde tas
toprak yigmlarinda. Ayrica nehir kenarlarinda ¢aliliklarda (Corylus spp.) ve orman
kenarlarinda. Nemli ve golgeli vadilerde epifit olarak veya diismiis agac govdeleri

tizerinde karayosunlari i¢ine kok salmis sekilde bulunabilir. 70-1400 m (42).

Yayilisi. Katkasya ve Transkafkasya, giliney Rusya (agirlikli olarak
Krasnodar bolgesi), Giircistan ( agirlikli olarak Abkhazia ve Adzhariya) ve
kuzeydogu Tiirkiye. Baslica Dogu Karadeniz sahil kesimi civarinda, tarihi Colchis ve
Lazistan schirlerinde (Oksin provens: Avrupa-Sibirya bolgesinin Bati Kafkasya,

Kuzey Anadolu ve Kuzey Trakya’yi i¢ine alan boliimii) bulunur (42).

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

(25).

“Flora of Turkey and the East Aegean Islands” isimli kaynagin 10. cildinde,
G. caucasicus (Baker) Grossh. tiiriine tekrar yer verilerek, diger tiirlere ilave edildigi
bildirilmektedir (24). Ayn1 kaynagin 11. cildinde ise Tiirkiye’de onii¢ Galanthus tiirii
(ondort takson) bulundugu belirtilmistir (45). Bu tilirlerin isimleri asagida yer

almaktadir.



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

2. G.elwesii Hook.

3. G.koenenianus Lobin.

4, G. alpinus Sosn.

5. G. fosteri Baker

6. G.krasnovii A. P. Khokhr.

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

8. G. ikariae Baker

9. G. rizehensis Stern

10.  G. gracilis Celak.

11.  G.nivalis L.

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

13.  G. peshmenii A.P. Davis & C.D. Brickell

Bunlara ilaveten, bir bagka kaynakta ise Galanthus trojanus A. P. Davis & N.
Ozhatay adi altinda Tiirkiye’nin kuzeybatisinda yetisen yeni bir tiir bildirilmistir.
Boylece Tiirkiye’de yetisen Galanthus tiirii sayis1 ondort (onbes takson) olup, s6z
konusu ¢alismada G. trojanus ile G. nivalis ve G. rizehensis tiirlerinin morfolojik

farkliliklar1 belirtilmektedir (41).

Ulkemizin soganl bitkileri konusunda yaymlanmis baska bir kaynakta (14)
Tiirkiye’de bulunan altt Amaryllidaceae genusu iginde digerlerinden beyaz renkli ve
sarkik cicekler tasimasi ve cicek Ortlisiindeki i¢ ve dis segmentlerin esit boyda
olmamasiyla ayirdigi Galanthus genusu igin Ingilizce’den Tiirkge’ye cevrildiginde

asagidaki tanimlamaya yer vermektedir.



Bitki, 2, nadiren 3 taban yaprakli, kiigiik, soganli. Cicekler tek, egik; periant 2
siral1 6 segmentli, distaki genis olan 3 tanesi obovat, konkav, beyaz; igteki kiigiik
olan 3 tane beyaz, tepede ve bazen tabanda da yesil lekeli. Anterler sari1, bir koni
seklinde. Kapsiil 3 gozlii, c¢cok tohumlu, tohumlar globoz, siyahimsi veya

kahverengimsi.

Bir kaynakta, Galanthus genusunun Avrupa ile Akdeniz’den Kafkasya’ya
kadar uzanan bolgede yaklasik yirmi tiirliniin mevcut oldugu (168), bir diger
kaynakta ise Galanthus genusunun Tirkiye’de genellikle sik olmayan ormanlik veya

caliliklarda bulunan yedi tiiriintin oldugu belirtilmektedir (14).

“Tirkiye Kardelenleri (Galanthus L.) 1.” adinda bir kaynakta ise Tiirkiye’de
bulunan Galanthus taksonlarinin sayisi yirmi (bunlar yedi tiir ve bu tiirlere ait subsp.

veya varyeteler halinde ayrilmislardir) olarak yer almistir (172).

Bir diger kaynakta ise Galanthus genusunun yirmi tiirii (yirmibes takson)
bulundugu belirtilmekte ve Galanthus tiirlerinin sistematik tayinlerinde yararl
olabilecek yapraga ait anatomik ozellikler incelenmektedir. S6z konusu c¢alismada
yaprak enine kesitinde epidermis, stoma, orta damar, palizat hiicreleri, hava kanallari
ve bulliform hiicreler (yaprak epidermisindeki biiyiik siskin hiicreler) ile yapragin
yiizeysel kesitinde epidermis hiicrelerinin sekilleri {izerinde Kkarsilastirmali
calismalarin sonuglart verilmistir (43). Bu kaynakta yer alan yirmi tiire G. trojanus
A. P. Davis & N. Ozhatay tiirii de ilave edildiginde Avrupa ve Asya ‘da yirmibir

(yirmialt1 takson) Galanthus tiiriiniin yayilis gosterdigi belirtilebilir.



Ayrica Galanthus genusunun morfolojisi, anatomisi, sitolojisi, déllenmesi,
ekolojisi, kiltiirii, taksonomisi ve hibritleri ile ilgili ayrintili bilgilerin yer aldig

kaynaklar da bulunmaktadir (17, 42, 47).

Bunlara ilaveten, Galanthus ikariae Baker ve Galanthus rizehensis Stern,
bitkileri iizerinde morfolojik, anatomik ve fizyolojik (143), Galanthus gracilis Celak

tizerinde morfolojik ve anatomik (119) calismalar gerceklestirilmistir.

Galanthus plicatus M. Bieb., G. gracilis Celak, ve G. elwesii Hook.
tiirlerinin vejetatif ve ¢icege ait organlarinda kalsiyum okzalat kristallerinin varlig1
aragtirtlmistir. Rafit tipinde olan kristallerin varligi tim vejetatif organlarda,

tepallerde ve ovaryumda saptanmistir (49).

Galanthus nivalis L. bitkisi iizerinde tepallerdeki yesil lekenin fonksiyonunun
arastirildigi bir ¢aligma yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismada, yesil leke bulunan i¢ tepallerin
esas olarak bitkiyi ¢ekici hale getirdikleri i¢in tozlasmaya yardimci olduklar1 ve

bunun yaninda da fotosentez i¢in de 6nemli olduklar1 belirtilmektedir (7).

Bunlarin disinda, G. ikariae Baker, G. rizehensis Stern (142) ve G. elwesii
Hook. (144) tiirleri ile yakin zamanda yapilan ve G. cilicicus Baker, G. elwesii Hook
var. elwesii, G. fosteri Baker, G. gracilis Celak., G. peshmenii A.P. Davis & C. D.
Brickell, G. plicatus Bieb. subsp. plicatus, G. rizehensis Stern, G. trojanus A.P.
Davis & N. Ozhatay, ve G. woronowii Losinsk. tiirlerine (47) ait polenlerin 151k
taramali ve gecirmeli elektron mikroskobu ile morfolojik olarak incelendigi

calismalar da bulunmaktadir.

Yunanistan’da yetisen dort Galanthus taksonu {G. elwesii Hook. subsp.

elwesii, G. elwesii Hook. subsp. minor D. A. Webb, G. nivalis L. subsp. nivalis, G.
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nivalis L. subsp. reginae-olgae (Orph.) Gottl.-Tann.} 6rnekleri lizerinde kiiltiir ve
karyotip analiz ¢alismalar1 yapilmistir. Ayrica aymi kaynakta, Yunanistan’da bulunan
Athos Dagi, G. nivalis L. subsp. nivalis tiirii i¢in tek lokalite olarak gosterilmekte ve
ayrica bu bitkinin Anadolu’da yetisen G. cilicicus Baker bitkisi ile hem morfolojik ve

hem de sitolojik agidan benzer oldugu belirtilmistir (121).

G. nivalis L. ile G. plicatus subsp. byzantinus (Baker) D. A. Webb arasindaki
hibritlesme ile olusan taksona G. xvalentinei nothosubsp. subplicatus adinin verildigi
bir calismada, yeni hibrit ile ebeveyn bitkiler arasindaki morfolojik farklar
tartigtlmistir.  Ayrica Tirkiye’de yetisen G. nivalis L. ve G. plicatus subsp.
byzantinus bitkilerin morfolojileri hakkinda bilgi verilmistir. G. xvalantinei igin ise

yeni bir hibrit tipin tanimlamasi1 yapilmistir (44).

Meerow ve arkadaslar1 tarafindan yiriitilen bir ¢alismada ise akrabalik
iligkilerinin saptanmasina yonelik plastid RBCL ve TRNL-F siralanislarinin kladistik

analizine dayanarak Amaryllidaceae familyasinin sistematigi incelenmistir (106).

Bir kaynakta iilkemizden ihracati yapilan Galanthus soganlarinin tek bir
bliyiime mevsimi sonunda toplanmasinin, yeterli bir ticari iiretim i¢in uygun
olmadig belirtilmistir (6). Ayrica bir diger calismada dogada toplanan veya kiiltiirii

yapilan ¢i¢ek soganlarinin ihracinin kisitlanmasi 6nerisine de yer verilmistir (50).

Bunlara ilaveten, Galanthus genusu iizerinde ¢alisma grubumuz tarafindan
ylriitiiliip, tamamlanan 4 adet anatomik ¢alisma mevcuttur. G. elwesii Hook.(39),
G.gracilis Celak. (62), G. trojanus A. P. Davis & N. Ozhatay (80) ve Galanthus
plicatus Bieb. subsp. byzantinus (Baker) D. A. Webb (3) tiirleri {izerinde

gerceklestirilen aragtirmalarda bitkilerin kok, sogan, cicek durumu sapi (skapus),
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yaprak, ¢icek, meyva ve tohumlarindan hazirlanan farkli 6rnekler iizerinde anatomik
incelemeler ile bitkilerden hazirlanan toz drog ornekleri iizerinde mikroskobik

incelemeler yapilmustir.

1.2 KALITE KONTROL VE MIiKTAR TAYINi CALISMALARI

1.2.1 Kalite Kontrol Calismalari

Tirkiye’de yetisen bazi Galanthus tiirleri {izerinde Anabilim Dalimizda
fitokimyasal c¢aligmalar yanisira (157, 158, 159), kalite kontrol g¢aligmalar1 da

gerceklestirilmistir (3, 39, 62, 80, 84).

Calismamizin konusunu olusturan, Dogu Karadeniz Bolgesi’nde farkli zaman
ve yerlerden toplanan Galanthus woronowii Losinsk. bitkisinden hazirlanan toprak
alt1 ve toprak istii droglart higbir farmakopede yer almamaktadir. Litaratiirde
Galanthus woronowii Losinsk. tiiriinden hazirlanmis olan droglarin kalite kontroliine
yonelik nem, total kiil, siilfat kiili standartlar1 ile teshis ve saflik kontrollerine
yonelik kromotografik deneylere ait aragtirmalara rastlanmamistir. Kalite kontrol
deneyleri i¢in Avrupa Farmakopesi (57) ve Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu Tiirk
Farmakopesi (11) incelenmis, bu kaynaklardan yararlanilarak caligmamiz
gergeklestirilmistir.

1.2.2 Alkaloit Miktar Tayini Calismalari

Galanthus genusu bitkilerinin alkaloitleri tizerinde yapilmis miktar tayinleri ile
ilgili olarak yapilmis primer kaynak degeri tasiyan ilk aragtirmanin sonuglarini iceren
bilimsel yaym L. Ya. Areshkina tarafindan 1940 yilinda yapilmistir. Galanthus

woronowii tiirlinden hazirlanmis bazi1 6rnekler tizerinde gergeklestirilen bu ¢alismada
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bitkinin soganlarinda ve yapraklarinda sirasiyla % 1.03 ve % 0.60 oraninda total
alkaloit bulundugu saptanmistir. Ayn1 yayinda incelenen ornekten yiiksek oranda
seker, nigasta ve hemiseliiloz elde edildigi de bildirilmistir (5).

Galanthus tiirleri tizerinde giiniimiize kadar total alkaloit ile galantamin ve
likorin miktar tayini i¢in yapilmis olan ¢alismalar, literatiirden saptanarak iki tablo
halinde verilmistir. Tablo 1 de (Sayfa 16) total alkaloit, galantamin ve likorinin
bitkideki  bulunusuna yoOnelik kantitatif calismalarda (spektrofotometrik,
kromatokolorimetrik, yliksek basingli sivi kromatografisi gibi) elde edilmis olan
bulgular yer almaktadir. Tablo 2 de (sayfa 20) ise izolasyon g¢aligmalar1 sirasinda
elde edilen total alkaloit ile galantamin ve likorin miktar tayinleri verilmistir.

Galanthus tiirleri diginda, Amaryllidaceae familyasinin bagka genuslarina ait
tiirlerde yapilmis galantamin ve likorin miktar tayini ¢aligmalar1 da mevcuttur (4, 12,
27, 28, 51, 52, 58, 64, 66, 78, 87, 93, 103, 104, 110, 124, 133, 134, 138, 139, 140,
145, 146, 152, 162, 169, 170). Bunlarin disinda ¢esitli preparat, tablet, safra, idrar,
serum ve plazma iizerinde de gergeklestirilen galantamin likorin miktar tayini
calismalar1 da bulunmaktadir (35, 88, 90, 95, 109, 149, 151, 160, 162, 167, 171,
174).

Galanthus tiirleri tizerinde tabloda yer verilen ¢alismalar disinda farkl
alkaloitler i¢in yapilmig miktar tayini ¢aligmalart mevcuttur (36, 37, 89, 164, 165,
173).

Bunlarin disinda Galanthus tiirleri tizerinde superkritik sivilarla ekstraksiyon
ve HPLC gibi ¢esitli yontemlerle yapilmis fenolik asit ekstraksiyon ve miktar tayini

calismalarina da rastlanmistir (46, 152, 155).
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1.2.3 Alkaloitlerin Teshisleri icin Arastirmalar
Galanthus tiirleri tizerinde fitokimyasal bir diger grup ¢alisma, bu tiirlere ait
alkaloitlerin kromatografik olarak veya renk reaksiyonlari ile belirlenmelerine

yonelik arastirmalardir (65, 75, 108, 164, 165, 173).

1.2.4 Alkaloit Uretimine Ait Arastirmalar

Galantaminin farkli Galanthus tiirlerinden {iretimine ait aragtirmalar yapilmistir
(9, 33, 122). Ayrica Galanthus tiirlerinin morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerinin,
bitkinin kisa dayanikli olmasinin, alkaloitlerinin ve galantaminin tibbi etki
mekanizmasinin tartisildigr bir derleme tiirii yayin (132) ile farkl bitkisel kaynaklar
ve ayrica farkli Galanthus tiirlerinde bulunuslarini inceleyen bir diger derleme tiirii

yayin mevcuttur (32).
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1.3. ASETILKOLINESTERAZ iNHIBITOR AKTIVITE TAYINI

Alzheimer hastalig1r yash niifusta goriilen demansin en yaygin nedeni olup,
zihinsel fonksiyonlarin zaman icinde geri doniistimsiiz bir sekilde harap olmasina
neden olmaktadir. Alzheimer hastasi olan kisilerin beyinlerinde asetilkolin miktarinin
oldukca azaldig1 bilindiginden, giinlimiizde asetilkolinesteraz inhibitorii bilesiklerin
kullanimi, Alzheimer hastaliginin semptomatik tedavisinin temelini olusturmaktadir.
Asetilkolinesteraz inhibitorleri, asetilkolinin biyokimyasal par¢alanmasini yavaslatir
ve kolinerjik ndrotransmisyonu uzatirlar (69, 74). Amaryllidaceae alkaloitleri
arasinda yer alan galantamin adli alkaloit, uzun siireli etki gosteren kompetitif bir
asetilkolinesteraz inhibitorii olup, hafiften orta siddete kadar olan Alzheimer
hastaliginin ~ tedavisinde  kullanilmaktadir ~ (69).  Galantaminin  yanisira
asetilkolinesteraz inhibitor aktivitesi saptanmis ¢esitli Amaryllidaceae alkaloitleri de
mevcuttur (16, 53, 54, 71, 99, 114, 116, 117).

Literatiirde asetilkolinesteraz inhibitor aktivite tayini i¢in g¢esitli yontemler
bulunmaktadir (86, 102, 105, 111, 128, 129). Bu ¢alismalar arasinda 1.T.K.’ya dayali
biyootografik birka¢ yontem yer almaktadir (105, 111, 129). Bu arastirmada
Galanthus woronowii Losinsk. bitkisine ait alkaloit ekstrelerinin asetikolinesteraz
inhibitor aktivitesi ince tabaka kromatografisi ile kombine edilerek Ellman

yonteminden (55) yararlanilarak saptanmistir (129).
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Bitki ad1 (#) Bitkinin cahsilan kismm Miktar Tayini Yontemi Total Galantamin | Likorin | Literatiir
(Belirtilmis ise toplama yil, Alkaloit No
yeri) Miktar1
G . nivalis L. subsp. Yaprak Kromato Kolorimetrik - %0.05 - 65
angustifolius Sogan - %0.73 -

(G. Koss) Artjushenko
G.elwesii Hook. var. Sogan ve Kok - %0.090 %0.063
elwesii(1978) Sogan dis yapraklari - * %0.0007

Sogan ve Kok - %0.386 %0.005
G.elwesii Hook. var. Sogan - %0.2565 %0.0020
elwesii(1978) Yapraklar HPLC - * %0.003

Sogan ve Kok - * %0.217 173
G. byzantinus Sogan - %0.05 %0.75

Sogan ve Kok - %0.09 %0.95
G. ikariae ssp. latiafolius Stern | Sogan (¢i¢eklerin tomurcuk doneminde) - * *

Sogan (¢igekli donemde) - * 9%0.0235
G. nivalis L. ssp. nivalis Sogan (yaprak siirmeden 6nceki donemde)Tepal - * *

yapraklari - %0.0122 %0.0075
G. nivalis Sogan - - %0.1 31
G. elwesii Hook Sogan HPLC - %0.011 113
G. ikariae Baker Sogan - %0.043
G.elwesii Hook. Cigekli Toprak iistii Titrimetrik (total %0.185 %0.026 %0.013
(1995, Akdag, izmir) Cigekli Toprak alt1 alkaloit) %0.284 %0.008 %0.007 84

Meyvali Toprak {istii Spektrofotometrik %0.109 %0.013 %0.011

Meyvali Toprak alt1 (galantamin ve likorin) %0.125 %0.007 %0.004
G.gracilis Celak Cigekli Toprak iistii Titrimetrik (total %0.157 * *
(2000, Nif dag1, izmir) Cigekli Toprak alt1 alkaloit) %0.086 * 0.0006 62

Meyvali Toprak iistii Spektrofotometrik %0.060 * *

Meyvali Toprak alt1 (galantamin ve likorin) %0.044 * 0.0003

Tablo 1. Cesitli Galanthus Tiirleri Uzerinde Yapilnmis Olan Kantitatif Calismalarda Elde Edilen Total Alkaloit, Galantamin ve Likorin

Miktarlar
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Bitki ad1 (#) Bitkinin Calisilan Miktar Tayini Yontemi Total Galantamin | Likorin | Literatiir
(Belirtilmis ise toplama yili, yeri) Kism Alkaloit No
Miktar
G. gracilis Celak Cigekli Toprak Ustii - * *
(2000, nif dag1, 1zmir) Cigekli Toprak alt1 HPLC - * 0.0019 62,82
Meyvali Toprak iistii - * *
Meyvali Toprak alt1 - * 0.0009
G. elwesii Hook. Cigekli Toprak istii Titrimetrik (total alkaloit) -%0.661 * *
(2000, Yamanlar dag1, izmir) Cigekli Toprak alt1 Spektrofotometrik ve %0.120 * * 39,82
Meyvali Toprak iistii HPLC %0.166 * *
Meyvali Toprak alt1 (galantamin ve Likorin) %0.111 * *
G . trojanus A.P. Davis & N. Ozhatay Cigekli Toprak iistii - * 0.0041
Gottlieb-Tannenhein (1999, Bayramig, Cigekli Toprak alt1 HPLC - * 0.0036 80,82
Canakkale) Meyvali Toprak {istii - * 0.0007
Meyvali Toprak altt - * 0.0023
G . trojanus A.P. Davis & N. Ozhatay Cigekli Toprak iistii Titrimetrik (total alkoloit) 0.0167 * 0.0006
Gottlieb-Tannenhein (1999, Bayramig, Cigekli Toprak altt Spektrofotometrik ve 0.0168 * 0.0029 80,83
Canakkale) Meyvali Toprak iistii LTK. 0.0804 * 0.0004
Meyvali Toprak alt1 (galantamin ve likorin) 0.0158 * 0.0019
G. reginae-olgae subsp. vernalis Cigekli Toprak iistii GC-MS %0.28 - %3.52 37
Cigekli Toprak altt %1.67 - %22.2
G.woronowii Yaprak Kromato Kolorimetrik - %0.05 - 91
Sogan - %0.73 -

Tablo 1 in devamu. Cesitli Galanthus tiirleri Uzerinde Yapilmis Olan Kantitatif Calismalarda Elde Edilen Total Alkaloit, Galantamin ve
Likorin Miktarlari
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Bitki ad1 (#) Bitkinin Calisilan Miktar Tayini Yontemi Total Galantamin(kuru Agirhk Likorin | Literatiir
(Belirtilmis ise toplama yil, Kism Alkaloit Uzerinden No
yeri) Miktar1
G.woronowii vejetasyon 0.09
baglangici
G.woronowii tomurcuklanma Kromato-kiitle-spektrofotometrik 0.13
donemi Sogan teknik -
G.woronowii ¢igekli donem 0.17
G.woronowii meyvali donem 0.20
G.woronowii vejetasyon sonu 0.23
G.krasnowii vejetasyon 0.05
baslangici
G.krasnowii tomurcuklanma Sogan Kromato-kiitle-spektrofotometrik - 0.09 - 87
donemi teknik
G.krasnowii ¢icekli donem 0.14
G.krasnowii meyvali dsnem 0.19
G.krasnowii vejetasyon sonu 0.22
G.caucasicus vejetasyon 0.04
baglangici
G. caucasicus tomurcuklanma Sogan Kromato-kiitle-spektrofotometrik - 0.07
donemi teknik
G. caucasicus ¢icekli donem 0.10
G. caucasicus meyvali ddnem 0.11
G. caucasicus vejetasyon sonu 0.12

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

ve Likorin Miktarlari
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Bitki adi (#) Bitkinin Calisilan Miktar Tayini Yontemi Total Galantamin(kuru Agirhk Likorin | Literatiir
(Belirtilmis ise toplama Kismm Alkaloit Uzerinden) No
yili, yeri) Miktari
G.latifolius vejetasyon Sogan 0.01
baslangici
G. latifolius tomurcuklanma Sogan 0.03
donemi Kromato-kiitle-
G. latifolius ¢igekli donem Sogan spektrofotometrik teknik - 0.05 - 87
G. latifolius meyvali donem Sogan 0.08
G. latifolius vejetasyon sonu Sogan 0.09

*[1gili alkaloidin bulunmadig: tespit edilmis calismalar; #Bitki isimleri ilgili literatiirde belirtildigi sekli ile aynen alinmistir

Tablo 1 in devamu. Cesitli Galanthus Tiirleri Uzerinde Yapilmis Olan Kantitatif Calismalarda Elde Edilen Total Alkaloit, Galantamin
ve Likorin Miktarlari
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Bitki ad1 (#) Bitkinin cahisilan kismn | Total alkoloit Galantamin Likorin Litaratiir
(belirtilmis ise toplama yil, yeri) Miktan No
G. woronowii Sogan %1.03 5

Yaprak %0.60
G. woronowii Sogan (kuru agirlik 25kg) 12.8¢g 125
%0.051 (kuru agirlik iizerinden)
G. nivalis L. Sogan %0.09 %0.1-0.2 21
G. elwesii Hook Sogan %0.14 %39 (total alkoloit iizerinden) | %21 (total alkoloit iizerinden) 22
G. woronowii Sogan (kuru agirlik 1.5kg) 6g 126
%0.4 (kuru agirlik iizerinden)
G. nivalis Sogan %0.0007 %0.018 26
G. elwesii Hook. f. Sogan %0.09 %29 (total alkoloit iizerinden) | %37 (total alkoloit lizerinden) 20
G. nivalis var.gracilis Torakiistii 9%0.22-1.36 27
G. krasnovii Sogan %0.57 8
G .krasnovii Sogan %0.5 10
G .nivalis Toprakalt: %1.65 97
Toprakiistii %1.27
Totol bitki 6rnegi %0.95
G. caucasicus (Bak.) Grossh. Total bitki 6rnegi %1.01 - - 156
17.3g 0.4g 4.5¢
G. nivalis Toprakiistii %0.41 %0.058 %0.016 79
Toprakalt1 - %0.059 %0.023

#Bitki isimleri ilgili literatiirde belirtildigi sekli ile aynen alinmigtir

Tablo 2. Cesitli Galanthus tiirleri Uzeine Yapilmis Olan izolasyon Calismalarinda Elde Edilen Total Alkaloit, Galantamin ve Likorin

Miktarlari
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ILBOLUM

1.GEREC VE YONTEMLER

1.1 BOTANIK ARASTIRMALAR
1.1.1 MATERYAL
Mikroskobik incelemelerde kullanilacak materyali olusturmak igin
gereken Galanthus woronowii bitkisi 6rnekleri, 09.03.2009 tarihinde ¢igekli halde
iken ve 17.05.2009 tarihinde meyvali halde iken Rize’nin Derepazar ilgesinden
toplanmistir. Bitkinin dogadaki goriiniisiine ait bir resime, bitki hakkinda fikir

vermesi amaciyla asagida yer verilmistir.

Resim 1 : Galanthus woronowii Losinsk. Bitkisinin Dogadaki Goriiniisii
Calismamiza konu olan bitkinin herbaryum &rnegi, Ege Universitesi, Eczacilik
Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali Herbaryumunda 1417 numara altinda sakli

tutulmaktadir. Herbaryum 6rnegine ait fotograf sayfa 22de goriilmektedir.
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Resim 2 : Galanthus woronowii Bitkisinin Cigekli Doneme Ait Herbaryum

Resmi

Bitkisel orneklerin tayini E.U. Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim
Dal1 6gretim iiyesi Prof. Dr. M. Ali ONUR tarafindan yapilmustir.

Bitkinin ayni yerde yetisen ¢esitli fertlerinden kok, sogan, ¢icek durumu sap1
(skapus), yaprak, cicek ile meyva ve tohumlarina ait ¢esitli 6rnekleri iceren alkol
materyali 70°lik etanol kullanilarak hazirlanmstir.

Bitki materyali oncelikle toprak iistii ve toprak alti kisimlari olmak iizere
birbirinden ayrilmistir. Her iki grup da temizlendikten sonra ufak parcalara boliinerek

acik havada, golgede ve oda sicakliginda kurutularak drog 6rnekleri hazirlanmigtir.

22



Temizleme islemi, gozle goriilebilen biitlin organik ve anorganik yabanci
maddeler yanisira, bitkiye ait olan kurumus, lekelenmis veya bozulmus biitiin

kisimlarin elle ayiklanmasi suretiyle gerceklestirilmistir.

1.1.2 Deneyler

Toz materyalin mikroskobik olarak incelenmesi igin gerekli olan g¢aligma
materyali, safsizliklarindan kurtarilan bitki 6rneklerinden alinan bir miktar bitkisel
materyalin, bir tun¢ havanda mekanik olarak orta incelikte toz haline getirilmesi
suretiyle hazirlanmstir.

Anatomik ¢aligmalarda, daha Once bahsedilen alkol materyalinden
yararlanilmistir. Alkol materyalinde bulunan bitkinin kok, sogan, ¢igek durumu sapi,
yaprak, ¢icek, ile meyva ve tohumlarina ait ¢esitli 6rneklerden kesitler alinmistir. Bu
kesitler Sartur ve Kloralhidrat reaktifleri (13) i¢inde hazirlanan mikroskobik
inceleme preparatlar1 halinde, Carl Zeiss Jena marka arastirma mikroskobunda,
anatomik yapilar acgisindan karsilagtirmali olarak incelenmistir.

Bu incelemeler sirasinda, bitkilerin kok, sogan, ¢igek durumu sapi, yaprak,
cicek ile meyva ve tohumlarina ait sabit ve karakteristik ozellikler Carl Zeiss Jena

mikrofotografi cihazi kullanilarak saptanmustir.

1.2 KALITE KONTROL VE MIiKTAR TAYINi ARASTIRMALARI
1.2.1 Materyal
Galanthus woronowii  Losinsk. bitkisi, bitki ¢igekli haldeyken Dogu
Karadeniz bolgesinde 7 farkli lokaliteden toplanmistir. Bitkinin, farkli 6rneklerinin
toplandiklar1 yerler, toplama tarihleri, herbaryum numaralari, bitkisel materyalden

hazirlanan Herba ve Bulbus Galanthi droglarina ait kodlar Tablo 3 de verilmistir.
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Toplanan bitkilerden hazirlanan herbaryum o6rnekleri Prof. Dr. Mustafa Ali
ONUR tarafindan tayin edilmis olup Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi

Farmakognozi Anabilim Dali Herbaryumunda saklanmaktadir.

Kod Bitkisel Drog | Toplama Yeri ve Tarihi Herbaryum No
GW-114 | Bulbus Derepazari ,Rize
09.03.2009 1417
GW-11py | Herba Derepazari ,Rize
09.03.2009
GW-214 | Bulbus Derepazari, Rize
16.03.2006 1360
GW-21p | Herba Derepazari, Rize
16.03.2006
GW-37, | Bulbus Caykara, Trabzon
17.03.2006 1358
GW-31p | Herba Caykara, Trabzon
17.03.2006
GW-471, | Bulbus Arhavi, Artvin
09.03.2007 1375
GW-41y | Herba Arhavi, Artvin
09.03.2007
GW-514 | Bulbus Borcka-Aralik kdyii arasi, Artvin
09.03.2007 1393
GW-51y | Herba Borcka-Aralik kdyii arasi, Artvin
09.03.2007
GW-67, | Bulbus Aralik Koyii, Bor¢ka, Artvin
09.03.2007 1392
GW-61(; | Herba Aralik Koyii, Bor¢ka, Artvin
09.03.2007
GW-714 | Bulbus Borgka, Artvin
19.03.2009 1414
GW-71p | Herba Borgka, Artvin
19.03.2009
GW-874 | Bulbus Kemalpasa, Hopa, Artvin
19.03.2009 1415
GW-81p | Herba Kemalpasa, Hopa, Artvin
19.03.2009

Tablo 3. Herba ve Bulbus Galanthi Droglarina Ait Kodlar
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Bulbus Galanthi Orneklerini hazirlamak i¢in taze bitkinin toprak {isti
kisimlarindan dikkatle ayrilan toprak alt1 kisimlari, gézle goriilebilen organik veya
anorganik biitiin yabanct maddelerden ayiklanarak temizlendikten sonra, orta irilikte
dogranarak, acik havada, gdlgede ve oda sicakliginda kurutulmustur.

Herba Galanthi 6rneklerini hazirlamak i¢in de benzeri islemler tekrarlanmustir.

Hazirlanan ve kurutulan ornekler Retsch GmbH SK 1 marka elektrikli
degirmende orta incelikte toz (elek ¢capt Imm) haline getirilir.

Arastirmalar sirasinda 1. T.K. ve yiiksek basingli sivi kromatografisi ile
asetilkolinesteraz inhibitor aktivite tayini ile yaptigimiz ¢alismalarda kullandigimiz
galantamin ve likorin referans bilesikleri Anabilim Dalimizda c¢esitli Galanthus
tiirleri lizerinde daha dnce yapilmis olan fitokimyasal arastirmalarda (137) saf halde
elde edilmis olup, yapilar1 modern spektral yontemlerle (NMR, UV, IR ve MS)
aydinlatilmistir. Bu bilesikler desikatorde fosfor (V) oksit iizerinde sabit agirliga
gelinceye kadar kurutulduktan sonra kullanilmiglardir. S6z konusu bilesiklerin
spektral bulgular1 Anabilim Dalimizda bulunmaktadir.

Calismamiz kapsaminda kalite kontrol ¢aligmalar1 Derepezar1 ve Caykara’ dan
toplanan GW-1, GW-2, GW-3 kodlu o6rnekler iizerinde yiiriitiilmistir. HPLC ile
galantamin ve likorin miktar tayini ¢alismalart ise hazirlanan biitiin drog 6rnekleri

tizerinde yapilmistir.

1.2.2 Yontemler
1.2.2.1 Nem Miktar Tayini

Deney sartlarinda 6nceden sabit agirliga getirilen cam nem miktar kabinda tam
olarak tartilan drog 100-105 °C lik etiivde yaklasik 1 saat siire ile tutulur. Etiivden

cikarildiktan sonra, desikatorde sogutularak tartilir. Isitma, sogutma ve tartma
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islemlerine son iki tartim arasinda 0.5 mg'dan fazla fark olmayacak sekilde sabit

vezne gelinceye kadar devam edilir. Yiizde nem miktar1 hesaplanir.

1.2.2.2 Total Kiil Miktar Tayini

1 g civarinda drog, deney sartlarinda 6nceden 600°C lik firinda kizdirilarak
sabit agirliga getirilen bir porselen kroze, igerisine tam olarak tartilir. Drog igeren
kroze, once 105 °C lik etlivde bir saat slireyle tutulur. Heraeus marka 600 + 25°C lik
yakma firimina konulur ve drog 1 saat siireyle yakilir. Bu siire sonunda desikatore
almip sogutulur ve tartilir. Yakma, sogutma ve tartma islemlerine, kiili igceren
krozenin agirlig1 sabit vezne gelinceye kadar devam edilir. Drogun igerdigi kiil

miktar1 ylizde olarak hesaplanir.

1.2.2.3 Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini

Deney sartlarinda onceden sabit agirliga getirilmis olan porselen kroze
igerisine drog tam olarak tartilir. Sonra sicakligi 600 + 25°C olan firina konur ve
drog yaklasik bir saat siireyle yakilir. Bu silire sonunda kroze desikatore alinip
sogutulur ve tartilir. Yakma, sogutma ve tartma islemlerine, kiilii igeren krézenin
agirlig sabit vezne gelinceye kadar devam edilir. Krozelere belirli miktarda distile su
ve hidroklorik asit konulur. Saat camu ile kapatilarak kaynatilir. Soguduktan sonra
kiil birakmayan siizge¢ kagidindan siiziilerek notr olana kadar sicak distile su ile
yikanir, kurutulur. Donuk kirmizi oluncaya kadar yakilir, desikatore alinip sogutulur.

Sabit vezne gelinceye kadar isleme devam edilir.
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1.2.2.4 Siilfat Kiilii Miktar Tayini

1 g civarinda drog, deney sartlarinda Onceden sabit agirhi§a getirilen bir
porselen kroze icerisine tam olarak tartilir. Uzerine belirli miktarda %10 luk sulu
stilfiirik asit ¢ozeltisinden damla damla konulur, plak 1siticida 1sitilir. Bu islemlerden
sonra drog igeren kroze, Heraeus marka 600 + 25°C yakma firmina konulur ve
yaklagik 1 saat siireyle yakilir. Desikatorde sogutulur. Daha sonra lizerine seyreltik
stilfiirik asit ve bunu takiben amonyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilir ve ayni islemler
tekrar edilir. Yakma, sogutma ve tartma islemlerine, siilfat kiilii igeren krézenin
agirligl sabit vezne gelinceye kadar devam edilir. Daha sonra drogun yiizde siilfat

kiilii miktar1 hesaplanir.

1.2.2.5 Droglarin Ince Tabaka Kromotografisi (I.T.K.) ile Safhk ve Kalite
Kontrolii
1.2.2.5.1 Alkaloit Ekstresinin Hazirlanisi

Drog drnekleri 100-105°C lik etiivde sabit vezne getirildikten sonra tam olarak
tartilir. Ultrasonik banyoda 20 dk metanol ile masere edilir ve siiziiliir. Bu islem 3
kez tekrarlanir. Metanollii ekstre algak basing altinda kuruluga kadar distillendikten
sonra, porsiyonlar halinde % 2 lik sulu siilfiirik asit i¢erisinde ¢oziindirtiliip siiziiliir.
Bu isleme asitli siiziintii Dragendorff ve Mayer reaktifleri (57) ile reaksiyon
vermeyinceye kadar devam edilir. Birlestirilen asitli ¢ozeltiler, kiiglik porsiyonlar
halinde dietil eter ile 6n ekstraksiyona tabi tutulur. Asitli ¢ozeltiler daha sonra % 26
lik amonyum hidroksit ilavesiyle (pH 9-10) kalevilendirilir ve kloroform ile tiiketilir.
Birlestirilen kloroformlu kisimlar, susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarilir. Algak

basing altinda kuruluga kadar distillenir. Bu sekilde alkaloit ekstresi hazirlanmis olur.
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1.2.2.5.2 Ornek ve Standart Cozeltilerin Hazirlanis:

Bitkiye ait Herba ve Bulbus Galanthi gestli kisimlarina ait drog 6rneklerinden
yukarida anlatildigi sekilde elde edilen alkaloit ekstrelerinin kloroform—metanol
(8:2) coziicii sistemi i¢inde belirli konsantrasyondaki ¢ozeltileri hazirlanir. Standart
olarak kullanilacak alkaloitlere ait c¢ozeltiler de, benzer bir sekilde uygun

konsantrasyonlarda hazirlanir.

1.2.2.5.3 I.T.K. ile Kontrol Calismalari

Bitkinin Herba ve Bulbus Galanthi adl1 drog 6rneklerinden elde edilen alkaloit
ekstreleri ile standartlara ait ¢ozeltiler silika jel hazir kromatografi plagina uygulanir.
Plak, ekstre ve standart maddeler i¢cin 6n deneylerle saptanmis uygun bir ¢oziicii
sisteminde stiriiklenir. Plak kromatografi tankindan ¢ikarip kurutulduktan sonra, 254
ve 366 nm dalga boylarindaki UV 151k altinda degerlendirilir, fotografi ¢ekilir. Daha
sonra plaga Dragendorff reaktifi piiskiirtiilerek tekrar incelenir ve yine fotografi

cekilir.

1.2.2.6 Total Alkaloit Miktar Tayini

100-105°C lik etiivde sabit vezne getirilen drog ornekleri tam olarak tartilir.
Bir perkolatorde 24 saat % 96'lik etanol ile masere edilir. Daha sonra drog yine %
96 lik etanol ile genel alkaloit belirtecleri olan Dragendorff ve Mayer reaktifleri (57)
ile reaksiyon vermeyinceye kadar ekstre edilir. Etanolli ekstre algcak basing altinda
kuruluga kadar distillenip, bakiye porsiyonlar halinde % 1 lik hidroklorik asit
¢ozeltisi igerisinde ¢oziindiiriillip, siiziiliir. Bu isleme, asitli siiziintli Dragendorff ve
Mayer reaktifleri ile reaksiyon vermeyinceye kadar devam edilir. Birlestirilmis asitli

cozeltiler kiiciik porsiyonlar halinde petrol eteri (40-60°C) ile 6n ekstraksiyona tabi
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tutulur. Asitli ¢ozelti % 26 lik amonyum hidroksit ile kalevilendirilir. Daha sonra,
kloroform ile tiiketilir Sonuncu ekstraksiyondan sonra kloroformlu fazdan bir miktar
alinir. Susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarilip, stiziiliir. Kloroform algak basing
altinda distillenir. % 1 lik hidroklorik asit ¢ozeltisi i¢inde ¢oziindiiriilen bakiyede,
Mayer ve Dragendoff reaktifleri ile alkaloit varlig1 kontrol edilir. Alkaloit kalmamis
ise ekstraksiyon islemleri sonlandirilir. Birlestirilen kloroformlu kisimlar, susuz
sodyum siilfat ile suyundan kurtarilir. Algak basing altinda kuruluga kadar distillenir.
Bu sekilde total alkaloit ekstresi elde edilmig olur.

Elde edilen total alkaloit ekstreleri, iizerine belirli miktarda ayarl siilfiirik asit
cozeltisi ilave edilip, sicak su banyosunda ara sira c¢alkalanarak ¢oziindiiriiliir.
Uzerine birka¢ damla metil kirmizis1 karisim reaktif ¢ozeltisinden (11) ilave edilir.
Asidin fazlasi, yine ayarli sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile titre edilir. Reaktifin rengi
kirmizi-viyoleden yesile dondiigii an isleme son verilir. Daha sonra gerekli

hesaplama yapilarak, total alkaloit miktar1 tayin edilir (56).

1.2.2.7 Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatogrofisi ile Alkaloitlerin Miktar Tayini
1.2.2.7.1 Ekstrelerin Hazirlanisi

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

kuruluga kadar distillenir.
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Bu sekilde hazirlanan ekstreler ve 1 ml % 0.1 TFA (Trifloroasetik asit) da

¢oziiliir. Cozeltiler Sem Concept Syringe 0.45 um, 13 mm (Teflon) filtreden siiziiliir.

1.2.2.7.2 Standart Alkaloite Ait Ol¢ii Egrisinin Hazirlanmasi

Standart maddeler % 0.1 TFA (Trifloroasetik asit) da ¢oziiliir. Standart alkaloit
cozeltisinden seyreltmek suretiyle farkli konsantrasyonlarda g¢ozeltiler hazirlanir.
Cozeltiler Sem Concept Syringe 0.45 pm, 13 mm (Teflon) filtreden siiziiliir. Bu
cozeltilerin her birinden uygun miktarlar Hamilton enjektor ile uygulanarak, belirli
dalga boyunda o alkaloide ait sinyalin alan degeri 6lgiiliir. Uygulanan miktarlara

kars1 okunan alan1 gosteren bir 6l¢ii egrisi hazirlanir.

1.2.2.7.3 Deneyin Yapihisi

Miktar tayini i¢in hazirlanan alkaloit ekstre ¢ozeltilerinin uygulamalar1 da
Hamilton enjektdr yardimiyla yapilir. Alkaloit ile ayni sartlarda yapilan uygulama
sonucunda okunan alan degerlerine karsilik gelen miktar, egriden yararlanarak
hesaplanir. Bu miktar tayini sonuglari, kuru drog iizerinden % miktar olarak

hesaplanir.

1.2.2.8 Asetilkolinesteraz inhibitér Aktivite Tayini

Asetilkolinesteraz  inhibitdr aktivite tayini icin IL.T.K. ile kombine
uygulanmasinda in vitro Ellman yonteminden yararlanilmistir (55). Bu yontemde
organik ¢oziiclide ¢oziilmiis olan ekstreler ve/veya bilesikler silika jel kromatografi
plagina uygulandiktan sonra organik ¢oziicli karisiminda siiriiklenip, olusan lekelerin
inhibitor etkileri substrat, boyar madde ve enzim ¢ozeltilerini piiskiirtmek suretiyle

Ellman yonteminden yararlanilarak saptanir. Kolorimetrik esasa dayanan bu
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yontemde I.T.K. plaginda sar1 zemin iizerinde beyaz olarak goriilen lekeler

inhibisyonun varligin1 gosterir (129).

1.2.3 Deneyler
1.2.3.1 Nem Miktar Tayini

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

miktar1 hesaplandi.

1.2.3.2 Total Kiil Miktar Tayini

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

yiizde olarak hesaplandi.
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1.2.3.3 Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini

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

miktari tayin edildi.

1.2.3.4 Siilfat Kiilii Miktar Tayini

Drog, deney sartlarinda onceden sabit agirliga getirilen bir porselen kroze
icerisine tam olarak tartildi. Uzerine 2 ml %10 luk sulu siilfiirik asit ¢dzeltisinden
damla damla koyduktan sonra dnce su banyosunda, ardindan tablali 1siticida 1sitildi
ve son olarak Heraeus marka 600 + 25°C yakma firinina konulup, 1 saat siireyle
yakildi. Desikatorde 30 dk sogutulduktan sonra birka¢ damla %10 luk siilfiirik asit
ilavesiyle yukarida bahsedilen sekilde tekrar 1sitildi ve yakildi. Desikatorde 30 dk
sogutulduktan sonra 9% 15.8 lik amonyum karbonat ¢ozeltisinden birkag damla
damlatilarak ayni1 sekilde 1sitilip yakildi. Desikatorde soguduktan sonra tartildi.

Yakma islemine bir saatlik siirelerle, drog iceren krdézenin agirligi sabit vezne
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gelinceye kadar devam edildi. Buradan drogun igerdigi siilfat kiilii miktar1 bulundu.

Bu deger daha sonra yiizde olarak hesaplandi.

1.2.3.5 Droglarin Ince Tabaka Kromatografisi (I.T.K.) ile Safhik ve Kalite
Kontrolii
1.2.3.5.1 Alkaloit Ekstresinin Hazirlanisi

Onceden 100-105°C lik etiivde sabit vezne getirilen drog drneklerinden 5 g
civarinda tam olarak tartildi. Ultrasonik banyoda 20 dk 30 ml metanol ile masere
edildi ve sliziildii. Bu islem 3 kez tekrarlandi. Metanollii ekstre algak basing altinda
kuruluga kadar distillenip, bakiye 15 ml lik porsiyonlar halinde % 2 lik sulu siilflirik
asit icersinde ¢oziindiiriiliip siiziildli. Bu isleme asitli siiziintii Dragendorff ve Mayer
reaktifleri (57) ile reaksiyon vermeyinceye kadar devam edildi. Birlestirilen asitli
¢ozeltiler, 15 ml lik porsiyonlar halinde 2 defa dietil eter ile 6n ekstraksiyona tabi
tutuldu. Eterli kisim ayrildiktan sonra asitli ¢ozeltiler % 26 lik amonyum hidroksit
ilavesiyle kalevilendirildi. Daha sonra kloroform ile (3x15ml) ile tiiketildi.
Birlestirilen kloroformlu kisimlar, susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarildi. Algak
basing altinda kuruluga kadar distillendi. Bu sekilde alkaloit ekstresi hazirlanmig

oldu.

1.2.3.5.2 Ornek ve Standart Cozeltilerin Hazirlanis:

Yukarida anlatildigi sekilde hazirlanan GW-115, GW-11g, GW-214, GW-21y,
GW-31a, GW-31g kodlu 6rneklerden elde edilen total alkaloit ekstrelerinden 10’ ar
mg tartildi ve 1 ml kloroform-metanol (8:2) ¢6ziicli karigiminda ¢oziildii. Boylece
ornek ¢ozeltiler hazirlanmig oldu. Standart ¢dzelti hazirlamak i¢in, galantamin ve

likorinden ayr1 ayr1 1.5 mg tartildi ve Iml kloroform: metanol (8:2) karisim
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coOzeltisinde ¢oziildli. Boylece referans galantamin ve likorin ¢ozeltileri hazirlanmis

oldu.

1.2.3.5.3 Deneyin Yapihsi

0.25 mm kalinliginda 20x20 cm boyutlarindaki Kieselgel 60 F,s4 (Merck 5715)
hazir kromatografi plagina GW-11a, GW-11, GW-21A, GW-211, GW-314, GW-313
kodlu 6rnek ¢ozeltileri 1.5 cm uzunlukta ve bant seklinde Hamilton marka enjektor
kullanarak tatbik edildi. Plak {izerinde ilk Ornek ¢6zeltisinin Oniine 1.5 c¢cm bant
seklinde galantamin referans ¢ozeltisi ve son drnek ¢ozeltisinin Oniine 1.5 cm bant
seklinde likorin referans ¢oOzeltisi tatbik edildi. Kromatografi plagi benzen-
kloroform-metanol-amonyum hidroksit (8 : 9 : 3 : 2 damla) ¢6ziicii sisteminde 1 kez
develope edildi. Mobil fazin uzaklastirilmasindan sonra plagin 254 ve 366 nm dalga
boylarindaki UV 151k altinda fotografi ¢ekildi. Daha sonra plaga Dragendorff reaktifi

puskiirtiilerek tekrar incelendi ve yine fotografi ¢ekildi.

1.2.3.6 Total Alkaloit Miktar Tayini
1.2.3.6.1 Total Alkaloit Ekstresinin Hazirlanisi

100-105 °C 'lik etiivde sabit vezne getirilen GW-11a, GW-11¢, GW-214, GW-
210, GW-314, GW-31g kodlu drog orneklerinden 6 g civarinda tam olarak tartildi.
Bir perkolatdrde 24 saat 100 ml % 96 lik etanol ile masere edildi. Daha sonra drog
yaklagik toplam 300 ml % 96'lik etanol ile tiiketme sivist Dragendorff ve Mayer
reaktifleri (57) ile reaksiyon vermeyinceye kadar ekstre edildi. Etanollii ekstre algak
basing altinda kuruluga kadar distillenip, bakiye 50 ml'lik porsiyonlar halinde % 1'lik
hidroklorik asit ¢ozeltisi icerisinde ¢oziillip, siiziildii. Coziinmeyen kisimlar % 1'lik

hidroklorik asit ile porsiyonlar halinde yikandi. Yikama islemine, asitli siiziintii
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Dragendorff ve Mayer reaktifleri ile reaksiyon vermeyinceye kadar devam edildi.
Toplam 250 ml % 1'lik hidroklorik asit kullanildi. Birlestirilmis asitli ¢ozeltiler 100
ml'lik porsiyonlar halinde 3 defa petrol eteri (40-60°C) ile ekstre edildi. Petrol eterli
kisimlar ayrildi. Asitli ¢ozelti % 26'lik amonyum hidroksit ile (pH 9-10)
kalevilendirildi. Daha sonra, kloroform ile (6x100 ml) tiiketildi. Sonuncu
ekstraksiyondan sonra kloroformlu fazdan bir miktar alindi. Susuz sodyum siilfat
(Merck 6643) ile suyundan kurtarilip, siiziildi. Kloroform algak basi¢ halinde
distillendi. Bakiye bir miktar % 1'lik hidroklorik asit ¢ozeltisi ile ¢oziiliip, Mayer ve
Dragendoff reaktifleri ile alkaloit varligi kontrol edildi. Birlestirilen kloroformlu
kisimlar, susuz sodyum siilfat (Merck 6643) ile suyundan kurtarildi. Algak basing

altinda kuruluga kadar distillendi. Bu sekilde total alkaloit ekstresi elde edilmis oldu.

1.2.3.6.2 Total Alkaloit Miktar Tayini Uygulamasi

Total alkaloit ekstresi lizerine, 20 ml 0.02 N ayarl siilfiirik asit ¢ozeltisi ilave
edilip, sicak su banyosunda (50-60°C) ara sira calkalanarak ekstrenin tamamen
¢Oziinmesi saglandi. Sonra iizerine 3 damla metil kirmizis1 karigim reaktif ¢ozeltisi
(11) ilave edildi. Asidin fazlas1 0.02 N ayarli sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile geri titre
edildi. Titrasyona, endikatoriin rengi kirmizi viyoleden yesile donilinceye kadar

devam edildi.

1.2.3.6.3 Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi
1.2.3.6.3.1 0.02 N Siilfiirik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Ayarlanmasi

1000 ml'lik balon jojeye bir miktar kaynatilip, sogutulmus distile su konuldu.
Uzerine biiret yardimiyla 2.8 ml % 95-98'lik derisik siilfiirik asit (Merck) ilave edildi

ve kaynatilip, sogutulmus distile su ile 1000 ml' ye tamamlandi. Bdylece 0.1 N
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stilfiirik asit ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirladigimiz 0.1 N siilfiirik asit ¢ozeltisinden
biiret yardimi ile 200 ml yine 1000 ml' lik bir balon jojeye alind1 ve kaynatilip,
sogutulmus distile su ile 1000 ml' ye tamamlandi. Boylece 0.02 N siilflirik asit
¢Ozeltisi hazirlanmis oldu.

0.02 N siilfiirik asidin ayarlanmasi i¢in 100-105°C sicakliktaki etiivde kuruluga
kadar sitilip, sabit vezne getirilen, susuz sodyum karbonattan (Merck) 30 mg tam
tartim alind1 ve 30 ml kaynatilmis sogutulmus distile suda ¢oziildii. Uzerine 0.1 ml
metil oranj reaktif ¢ozeltisi (11) ilave edilip, ayarli 0.02 N siilfiirik asit ¢ozeltisi ile
titre edildi. Ekivalans noktasina ulasan ¢oOzelti dikatle 1sitilarak karbondioksit
ortamdan uzaklastirildi. Sonra kirmizi-sar1 renk tekrar ortaya ¢ikincaya kadar
titrasyona devam edildi.

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

(56).

1.2.3.6.3.2 0.02 N Sodyum Hidroksit Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Ayarlanmasi

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

Hazirlanmis olan 0.1 N sodyum hidroksit ¢ozeltisinden biiret ile 6l¢iilerek 200
ml, 1000 ml lik balonjojeye alind1 ve kaynatilmis sogutulmus distile su ile 1000 ml
ye tamamlandi.

0.02 N sodyum hidroksit ¢dzeltisinin ayarlanmasi i¢in, daha dnce hazirlanan

ayarli 0.02 N siilflirik asit ¢ozeltisinden 25 ml biiret ile Ol¢giilerek bir erlenmayere
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alind1. Uzerine 3 damla metil kirmizis1 karisim reaktif ¢dzeltisi damlatildi. Olusan
kirmizi-viyole renk, yesile doniinceye kadar 0.02 N sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile
titre edildi. Cozeltinin faktorii;

25K itfirik asit= fsodyum hidroksit X t formiiliinden yararlanarak hesaplandi (56).

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

1.2.3.7 Yiiksek Basinch Sivi Kromatogrofisi ile Alkaloitlerin Miktar Tayini
1.2.3.7.1 Likorin Miktar Tayini
1.2.3.7.1.1 Alkaloit Ekstresinin Hazirlanisi

200 mg civarinda tam olarak tartilan drog, deney tiipiine konuldu. 5 ml % 2 lik
hidroklorik asit ¢ozeltisi ile 5 saat, 40°C de ultrasonik banyoda maserasyona
birakildi. Bu islemden sonra 1 ml derisik amonyak ¢o6zeltisi ve 4 ml distile su
konuldu. 5000 rpm de 10 dk santrifiije tabi tutuldu. Ustte kalan siv1 faz baska bir
deney tiipiine aktarildi. Distile su ile 10 ml’ye tamamlandi. Bundan 3 ml alinarak
Extrelut-N (Merck) kolonuna yiiklenerek 10 dk bekletildi. 10. dakikadan sonra
Extrelut-N igerisinden kloroform ge¢irmek (3%15 ml) suretiyle eliie edildi.

Kloroformlu ¢6zelti vakumda kuruluga kadar distillendi.

1.2.3.7.1.2 Ornek Céozeltilerin Hazirlams1

GW-11a, GW-11g, GW-214, GW-211, GW-31a, GW-315, GW-41s, GW-41y,
GW-51a, GW-515, GW-614, GW-610 GW-714, GW-710, GW-871A, GW-8105, kodlar
verilen ekstreler 1 ml % 0.1 TFA (Trifloroasetik asit) It suda ¢ozildi. Cozeltiler

Sem Concept Syringe 0.45 pm, 13 mm (teflon) filtreden siiziildii.
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1.2.3.7.1.3 Standart Likorin Cozeltisinin Hazirlanisi
2 mg saf likorin 6rnegi, bir balon jojede 5 ml % 0.1 TFA (Trifloroasetik asit)’l1

suda ¢oziindiiriildi. Cozelti Sem Concept Syringe 13mm, 0.45 p filtrede siiziildii.

1.2.3.7.1.4 Standart Likorin’e Ait Olcii Egrisinin Hazirlanmasi

Standart likorin ¢ozeltisinden 300pg/ml, 200pg/ml, 100pg/ml, 50pg/ml,
25pg/ml, 10pg/ml, Spug/ml, 2.5ug/ml, Ipg/ml, olmak tizere dokuz diliisyon
hazirlandi. Her birinden 3’er defa 20 pl uygulanarak, alan degerleri 6l¢iildii. Alinan
sonu¢lar dogrultusunda, uygulanan miktara karsi okunan alan gosteren bir 6l¢ii egrisi

hazirlandi.

1.2.3.7.1.5 Standart Galantamin Cozeltisinin Hazirlamis1
2 mg saf galantamin Ornegi, bir balon jojede 5 ml %0.1 TFA (Trifloroasetik
asit)’li suda ¢oziindiiriildii. Cozelti Sem Concept Syringe 13 mm, 0.45 p filtrede

stiziildi.

1.2.3.7.1.6 Standart Galantamin’e Ait Ol¢ii Egrisinin Hazirlanmasi

Standart galantamin ¢ozeltisinden 400ug/ml, 300pg/ml, 200pg/ml, 100pg/ml,
50pg/ml, 25pg/ml, 10pg/ml, Spug/ml, 1ug/ml, olmak lizere dokuz diliisyon
hazirlandi. Her birinden 3’er defa 20 pl uygulanarak, alan degerleri 6l¢iildii. Alinan
sonuclar dogrultusunda, uygulanan miktara karsi okunan alan seklinde, galantamin

ait 6l¢ii egrisi hazirlandi.
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1.2.3.7.1.7 Deneyin Yapilis1

Miktar tayini ig¢in eksternal standart yontemi kullanildi. Hazirlanan
cozeltilerden 20 pl lik uygulamalar Hamilton enjektor yardimiyla yapildi. Okunan
alan degerine karsilik gelen miktarlar egriden yararlanilarak hesaplandi. Likorin ve
galantamin miktar tayini sonuglari kuru drog {izerinden % miktar olarak tespit edildi.
Yiiksek Basinglt Stvi Kromatogrofisi (HPLC) analiz sartlart:
Cihaz: Hewlett Packard 1100
Kolon: Hichrom C18 (250mm X 4.6mm ID)
Mobil Faz: TFA-su-asetonitril (0.01 : 90 : 10)
Akis Hizt: 1 ml/dk
Dedektor: DAD Agilent Technologies 1200
Dalga Boyu: 290 nm

Kolon Sicakligi: 25° C

1.2.3.8 Asetilkolinesteraz Inhibitor Aktivite Tayini

GW-11a, GW-11g, GW-21a, GW-215, GW-314, GW-311 kodlu ekstreler,
kloroform-metanol (8:2) karisiminda ¢dziilerek 10 mg/ml konsantrasyonda ¢ozeltiler
hazirlandi.  Standart olarak kullanilan galantamin bilesiginden 1.5 mg/ml
konsantrasyondaki c¢ozelti, yine kloroform-metanol (8:2) karisiminda ¢doziilerek
hazirlandi.

Hazirlanmis olan GW-11a, GW-11g, GW-214, GW-215, GW-31A, GW-31¢
kodlu ekstre ¢ozeltilerinden 10 ar ul, galantamin ¢ozeltisinden ise 2.5 ul Silika jel
60 Fyss (0.2 mm, Aluminyum sheet, Merck) plak {iizerine Hamilton enjektor

yardimiyla tatbik edildi. Daha sonra Tampon A (50 mM Tris HCI pH 8, Merck)
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icinde 1 mM DTNB (5,5 ditiyobis[2-nitrobenzoik asit, Sigma]) ve 1mM ATCI
(Asetiltiyokolin iyodiir, Sigma) olacak sekilde hazirlanan karisim plaga piiskiirtiildii.
3-5 dk kurumasina izin verdikten sonra 3 iinite/ml olacak sekilde Tampon A’da
coziilerek hazirlanan asetilkolinesteraz enzim c¢ozeltisi (Sigma) piiskiirtiildii. Sar
zemin iizerinde inhibisyonun gerceklestigi yerler beyazladi ve bu asamadan sonra

plagin fotografi ¢ekildi.
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III. BOLUM

BULGULAR

1. BOTANIK ARASTIRMALARIN BULGULARI

1.1 ANATOMIK BULGULAR

1.1.1 KOKE AIT INCELEME VE BULGULAR

Kok, distan i¢e dogru; emici tiiy, epidermis, korteks parankimasi, endodermis,
periskl, ksilem ve floemden ibarettir. Epidermiste emici tiiy hiicreleri bulunmaktadir.
Kok epidermis ve bunun altindaki kabuk parankimasi hiicrelerinin c¢eperleri
siiberinleserek ekzodermisi olusturmaktadir.

Ekzodermis kokiin iist kistmlarinda 2 siralidir. Ekzodermisin i¢ kisimlarindaki
korteks parankima hiicreleri, ince ¢eperli, hiicre arasi bosluklar belirgin, biiyiik
poligonal hiicrelerden olugsmaktadir.

Endodermis hiicreleri ince g¢eperli ve bu hiicrelerdeki kaspari seridi belirgin
olarak goriilmektedir. Endodermisin i¢ kisminda bulunan ksilem, protoksilem ve
metaksilemden olusmakta ve tetraark seklindedir. Bazi korteks parankimasi

hiicrelerinde rafit kristali bulunmaktadir.

41



Resim 3 : Kok Enine Kesiti;
a-Korteks Parankimasi, b-Epidermis, c-Periskl, d-Ksilem, e-Endodermis,

f-Emici tily,

Resim 4 : Kok Enine Kesiti;

a-Korteks Parankimasi, b-Endodermis, c-Periskl

42



1.1.2 SOGANA AIT INCELEME VE BULGULAR

Nisasta, soganin dis yapraginda az, i¢ yapraginda bol olarak bulunmaktadir.
Nisastalar genellikle basit, az miktarda ikili bilesik olup, hiliumlar1 ekzantrik, yildiz
veya catlak seklindedir.

Sogan yapraklarinin anatomisi yapragin anatomik yapisina benzemektedir. D1s
epidermisin dorsal ¢eperi olduke¢a kalin, ventral ¢ceper kalin ancak dorsale gore daha
ince ve lateral ¢eper oldukea incedir. I¢ epidermisin ise dis epidermise gore ceperler
biraz daha incedir.

Iki epidermis arasinda kalan mezofil hiicreleri, dis epidermisten i¢ epidermise
dogru hiicreler biiyiirken, ceperleri incelmektedir. Sogan dis yapraklarinda ig
epidermisiin i¢ kisminda yer alan mezofil hiicreleri ezilmis ve sikigsmis olarak
goriilmektedir. 1ki epidermis arasinda yer alan mezofil hiicreleri arasinda miisilaj
hiicrelerine ve bazi mezofil hiicreleri iginde rafit kristallerine rastlanmaktadir. Iletim

demetleri koleteraldir.
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Resim 5 : Sogan Orta Yaprak Enine Kesiti;

a-I¢ epidermis, b-Sikismis Mezofil Hiicreleri, c-Ksilem, d-Floem, e-Rafit Kristalleri
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Resim 6 : Sogan Orta Yaprak Enine Kesiti;

a-Madde Birikimi, b-Nisasta, c-Dis Epidermis,

Resim 7 : Sogan Yapraginda Nisasta
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1.1.3 CICEK DURUMU SAPINA (SKAPUS) AIT INCELEME VE
BULGULAR

Skapus enine kesiti anatomik olarak incelendiginde, skapusun tam yuvarlak
degil, hafif ovalimsi oldugu goriilmektedir. Epidermis hiicrelerinin kutikulas1 skapus
boyunca c¢izgili ve incedir. Yapraktaki gibi dorsal ¢eper ¢ok kalin, ventral geper ince,
lateral ¢eper ventralden daha incedir. Epidermisin i¢ kisminda kloroplast igeren
mezofil hiicreleri distan merkeze dogru biiyiimekte ve ceperleri incelmektedir. Bu
mezofil hiicreleri arasinda bulunan hiicre arasit bosluklar distan merkeze dogru
artmaktadir. Yine yaprakta oldugu gibi epidermisin i¢ kisminda yer alan birinci ve
ikinci siradaki mezofil hiicreleri arasinda rafit iceren hiicreler bulunmaktadir.

Koleteral iletim demetleri skapusun kalinligina gore 5-9 arasinda degismektedir.
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Resim 8 : Skapus Enine Kesitinin Genel Goriiniisii
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Resim 9 : Skapus Enine Kesiti

a-Stoma, b- Epidermis, c- Mezofil Hiicresi, d- Floem, e- Ksilem, f-Rafit igeren Hiicre

Resim 10 : Skapus Enine Kesitinde Stoma
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Resim 11: SkapusYiizeyel Kesiti

1.1.4 YAPRAGA AIT INCELEME VE BULGULAR

Yaprak monofasiyel olup epidermisi ince kutikula ile 6rtiiliidiir. Ust
epidermisin dorsal ¢eperi kalin, ventral ¢eperi ince, lateral ¢eperi ise ventral ¢epere
gore daha incedir. Alt epidermis hiicreleri de st epidermis gibidir. Ceper
kalinlagmasi {ist epidermise gore biraz daha incedir. Her iki epidermiste de mezofitik
tip stomalar bulunmaktadir. Alt epidermiste stomalar {iist epidermise gore daha
fazladir. Ust epidermisin i¢ kisminda birinci siradaki palizatik mezofil hiicreleri hafif
yana dogru genis olup bazen yuvarlak sekilli hiicrelerden olusmaktadir. Bu siranin i¢
kismindakilerde hiicre arasi bosluklar belirgin olup, yuvarlak ve ince c¢eperli
hiicrelerden olusmaktadir. Mezofil hiicreleri arasinda yer alan, birinci sira ile ikinci
sira arasinda bulunan bazi hiicrelerde ve iletim demeti etrafinda yer alan mezofil
hiicrelerinde rafit kristalleri bulunmaktadir. Iletim demeti kolateral olup nisasta kin

hiicreleri belirgindir.

49



Yaprak yiizeysel kesitte iist epidermis hiicreleri ince, uzun, dikdortgenimsi
sekilde olup c¢eperler ince ve kutikulasi ¢izgilidir. Stoma hiicreleri anomasitik

tiptedir. Iki iletim demeti arasindaki hava kanali yanlara dogru uzamis durumdadir.

Resim 12 : Yaprak Enine Kesiti;

a-Ust Epidermis, b-Mezofil Hiicresi, c-Hava Kanali, d-Ksilem, e-Floem, f-Stoma, g-

Alt Epidermis, h-Rafit igeren Hiicreler
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Resim 13 : Ust Epidermis Yiizeyel Kesiti

Resim 14 : Alt Epidermisin Yiizeyel Kesiti
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1.1.5 SPATAYA AIT INCELEME VE BULGULAR

Birlesik 2 parcadan olusan spata anotomik olarak incelendiginde dis epidermis,
mezofil, i¢ epidermis ve iletim demetlerinden olusmaktadir. Dis epidermis
hiicrelerinin dorsal ¢eperi kalin, ventral ¢eperi dorsala gore ince ve lateralde ventrale
gore incedir. D1s yiizeye dogru hiicreler dikdortgenimsi olup hafif kubbemsi ¢ikinti
yapmaktadir. I¢ epidermis hiicreleri tipk1 dis epidermis hiicreleri gibi dorsal geper
kalin ventral ince lateral daha incedir.

Spatanin ortasindan yanlara dogru mezofil hiicrelerinin sayisinda azalma
goriiliirken, baz1 yerlerde i¢ epidermisin i¢ kisminda yer alan ince ¢eperli mezofil
hiicreleri sikisarak spatay1 inceltmektedir.

Iki spatanin birlesme yerlerine yakin yerlerde mezofil hiicreleri bulunmamakta,
i¢ epidermis hiicrelerinin dorsal ve ventral ¢eperleri incelip birbirine yapisik duruma

gelmekte ve kalinlagmis lateral ¢eper ise boncuk dizisi gibi bir goriiniim almaktadir.

Resim 15 : Spata Enine Kesitinin Genel Goriiniisi;

a ve c- D1g Epidermis, b- I¢c Epidermis



Resim 16 : Spata Enine Kesiti;

a — D1s Epidermis, b- i¢ epidermis, c- Floem, d- Ksilem

1.1.6 Cicege Ait incele ve Bulgular
1.1.6.1 Cicek Sap1

Cigek sap1 tipki skapus gibi hafif oval sekilde olup, distan merkeze dogru
epidermis, mezofil hiicreleri ve iletim demetlerinden olusmaktadir. Mezofil
hiicreleri icerisindeki kloroplast miktar1 distan ice dogru azlmakta, hiicreler ise
bliylimektedir. Epidermis ile iletim demetleri arasinda kalan bolgedeki mezofil
hiicreleri arasindaki hiicre arasi1 bosluklar ¢ok fazla genisleyerek yer yer hava
kanallarin1 olusturmaktadir. Yaprakta oldugu gibi mezofil hiicreleri birinci ve ikinci

sira arasinda bulunan kloroplastsiz hiicrelerde rafit kristallerine rastlanmaktadir.
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Resim 17 : Cicek Sap1 Enine Kesit Genel Gorliniisti;

a-Epidermis, b- Parankima Hiicresi, c- Hava Kanali, d- Iletim Demeti

54



Resim 18 : Cigcek Sap1 Enine Kesiti;

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

1.1.6.2 Das tepal

Genel olarak yaprak anotomik yapisina benzemektedir. Dis epidermis hiicreleri
papilli, kutikulasi ince, papil boyuna paralel ¢izgili, dikdortgenimsi ve geperleri
incedir. Dorsal, ventral ve lateral ¢eperler ayni kalinliktadir.

I¢ epidermis hiicreleri, i¢ yiizeye dogru papilli ve kutikula papil boyunca hafif
cizgilidir. I¢ epidermis hiicreleri dis epidermiste oldugu gibi ince fakat papili
olusturan yiizeydeki ceperler hafif kaliliktadir. iki iletim demeti arasinda yaprakta
oldugu gibi hava kanallar1 bulunmaktadir. {letim demetini ¢evreleyen parankimatik
hiicrelerin ¢eperleri ince ve bu parankimatik hiicrelerin epidermise yakin olan bazi

hiicrelerinin igerisinde rafit kristalleri goriilmektedir.
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Resim 19 : Dis Tepalin Enine Kesiti;
a-Mezofil Hiicresi, b-Hava Kanali, c-Dis Epidermis, d-iletim Demeti, e-I¢

Epidermis

Resim 20 : D1s Tepalin D1s Epidermisinde Papiller
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1.1.6.3 i¢ Tepal

Ic tepal, dis tepalde oldugu gibi yaprak anatomisine benzemektedir. I¢
epidermis hiicreleri ince, yanlara dogru uzamis ve noktacikli kutikula ile ortiiliidiir.
D1s epidermis hiicreleri kuvvetli papilli ve ince ¢eperlidir. Kutikula papiller boyunca
cizgilidir. Epidermisin i¢ kisminda yer alan parankima hiicreleri arasinda hiicre arasi
bosluklar belirgindir. ki iletim demeti arasinda hava kanali bulunmaktadir. Yine i¢
ve dis epidermisin birinci ve ikinci sira hiicreleri arasinda bulunan bazi hiicrelerde
rafit kristalleri bulunmaktadir. koleteral iletim demetleri belirgin sekilde
goriilmektedir. I¢ epidermis, hava kanallarinin bulundugu yerlerde kavis seklinde

¢ikint1 ve iletim demetinin oldugu yerlerde girinti olusturmaktadir (Resim 21).

Resim 21 :I¢ Tepalin Enine Kesitinin Genel Goriiniisii;

a-Dis Epidermis, b-iletim Demeti, c-I¢ Epidermis, d-Hava Kanal
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1.1.7 Antere Ait inceleme ve Bulgular

Anter epidermisi papilli ve papillerin dis ¢eperleri kalin olup, ventral ¢eper ve
lateral ¢eper dorsal ¢eperden daha incedir. Papillerin iizerindeki kutikula ince ve
boyuna ¢izgilidir. Polen keselerini ¢evreleyen endotesyum hiicreleri at nali seklinde
ve ¢eperleri odunlagsmistir. Bu hiicrelerin konnektif doku veya mezofil hiicrelerine
temes eden hiicreleri incedir. Anter epidermisi ile endotesyum hiicreleri arasinda yer
alan parankima hiicrelerinin ¢eperleri ince ve bu hiicrelerin sayis1 konnektif dokudan

yanlara dogru gidildik¢e azalmaktadir.

Resim 22 : Anter Enine Kesitnin Genel Goriiniisti
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Resim 23 : Anterde papiller

1.1.8 Meyvaya Ait Inceleme Ve Bulgular

Meyva ekzokarp hiicrelerinin dig yiizeyinde ince bir kutikula bulunmaktadir.
Dorsal ¢eper kalin, ventral ¢eper ince, lateral ceper daha incedir. Ekzokarp
hiicrelerinin altindaki mezokarp hiicrelerinin ¢eperleri kalin ancak endokarpa dogru
incelmektedir. Birinci ve ikinci sira mezokarp hiicrelerinin arasinda, kloraplast
icermeyen hiicrelerde rafit kristalleri bulunmaktadir. Endokarp hiicrelerinde dorsal
ceper ventral ¢ceperden ince, lateral ¢eper ise ¢ok incedir. Baz1 endokarp hiicreleri dis
ylizeye dogru kavisli bazilari ince uzun dikdortgenimsi sekildedir. Ekzokarptan
endokarpa dogru; ekzokarpin i¢ kismindaki mezokarp hiicreleri 6nce yanlara dogru
uzamisg, sonra yuvarlak, daha sonra ovalimsi sekil almakta ve hiicre arasi1 bosluklar
artmaktadir (Resim 24). Stomalar hafif kserofitiktir (Resim 25).

Ekzokarp yiizeyel olarak incelendiginde eksokarp hiicreleri besgen veya
altigenimsi ve hiicre ¢eperleri kalindir. Stoma cevresinde stoma eksenine dikey
kutikula ¢izgileri goriilmektedir. Stoma komsu hiicreleri dort veya bes olup

anomasitik tip stomadir (Resim 26).
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Resim 24 : Meyva Enine Kesitinin Genel Goriiniisii;

a-Ekzokarp, b- Mezokarp, c- Iletim Demeti, d- Endokarp
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Meyva Enine Kesiti;

25

Resim

Rafit Kristalleri, b- Stoma

a-

Meyve Yiizeyel Kesitte Stoma

im 26 :

Resim
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1.1.9 Ovaryuma Ait inceleme ve Bulgular

Ekzokarp ve endokarp hiicreleri yanlara dogru uzamistir. Ekzokarp
hiicrelerinin ¢eperleri endokarp hiicrelerinin ¢eperinden daha kalindir. Mezokarp
hiicreleri ayni sekilde yanlara dogru uzamis ve oval sekildedir. Mezokarp hiicreleri
ekzokarptan endokarpa dogru biiylimekte ve hiicre arasi bosluklar artmaktadir.
Ekzokarpin i¢ kisminda yer alan birinci ve ikinci sira mezokarp hiicreleri arasindaki
kiigiik yuvarlak hiicrelerin i¢inde rafit kristalleri bulunmaktadir (Resim 27).

Ekzokarp yiizeyel olarak incelendiginde besgen veya altigenimsi hiicrelerden
olugmustur. Stomalar dort veya bes komsu hiicreli anomasitik tiptedir. Ekzokarp

hiicrelerinin ¢eperlerinde kalinlasma goriilmektedir (Resim 28).

Resim 27 : Ovaryum Enine Kesitin Genel Goriiniisii;

a-Ekzokarp, b- Mezokarp, c- Iletim Demeti, d- Endokarp
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Resim 28: Ovaryum yiizeyel Kesitinde Ekzokarp
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1.2 MIKROSKOBIK BULGULAR
1.2.1 GW-114 Kodlu Drogun Mikroskobik Olarak incelenmesi

GW-1154  kodlu toz drogu mikroskobik olarak incelendiginde sogan
yapraklaria ait parankimatik dokularin bol miktarda nisasta tasidigi goriilmiistiir.
Sogan yapraklarinda ayni zamanda iletim demetlerine ve rafitlere rastlanmaktadir

(Resim 29, 30, 31,).

Resim 29: Parankima Hiicreleri ve Nisastalar
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Resim 31 : iletim Demeti
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1.2.2 GW-1y1i Kodlu Drogun Mikroskobik Olarak incelenmesi

GW-1r1g kodlu drogun mikroskobik olarak incelenmesinde yesil renkli yaprak
ve govde parcalarina, stomali ve stomasiz dikdortgenimsi epidermis hiicrelerine,
antere ait endotesyum parcalarina, rafit kristallerine ve oval sekilde, diiz ekzin zar1

bulunan polenlere rastlanmaktadir (Resim 32, 33, 34, 35, 36).

Resim 32: Stomal1 Epidermis
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Resim 33: Stomasiz Epidermis

Resim 34: Polen

67



: Rafit Kristalleri

Resim 35

Anter Endotesyumu

im 36 :

Res
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1.3 KALITE KONTROL VE MIKTAR TAYINi
CALISMALARINA AiT BULGULAR

1.3.1 Nem Miktar Tayini

Avrupa Farmakopesi ve Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu Tiirk
Farmakopesi’nde (11, 57) verilen yontem kullanilarak GW-11a, GW-115, GW-214,
GW-21g, GW-314, GW-315 kodlu 6rneklerden ayr1 ayr1 olmak iizere 3 paralel
deneme yapilmistir. Bu denemeler sonucunda elde edilen sonuglar asagida yer

almaktadir (Tablo 4-9).

Tablo 4. GW-115 Orneginde Yapilan Nem Miktar Tayini Sonuglari

Drog Mikatr (g) % Nem Miktar1
1.0014 9.2700
1.0013 9.2500
1.0040 9.2700

Ortalama: % 9.2633

Tablo 5. GW-11y Orneginde Yapilan Nem Miktar Tayini Sonuglari

Drog Mikatri (g) % Nem Miktar
1.0003 9.3200
1.0013 9.3500
1.0014 9.3600

Ortalama: % 9.3433
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Tablo 6. GW-215 Orneginde Yapilan Nem Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktar (g) % Nem Miktar1
1.0030 7.9361
1.0040 7.9192
1.0001 7.8486

Ortalama: % 7.9013

Tablo 7. GW-21y Orneginde Yapilan Nem Miktar Tayini Sonuglari

Drog Miktari (g) % Nem Miktar
1.0014 7.9189
1.0013 7.8098
1.0040 8.0180

Ortalama: %7.9156

Tablo 8. GW-314 Orneginde Yapilan Nem Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktari (g) % Nem Miktar1
1.0003 8.4774
1.0000 8.4600
1.0003 8.4774

Ortalama: % 8.4716
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Tablo 9. GW-31y Orneginde Yapilan Nem Miktar Tayini Sonuglari

Drog Miktar (g) % Nem Miktan
1.0000 8.4600
1.0000 8.4400
1.0000 8.4900

Ortalama: % 8.463333

1.3.2 Total Kiil Miktar Tayini

Avrupa Farmakopesinde ve Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu Tiirk
Farmakopesi’nde (11, 57) verilen yontem kullanilarak GW-115, GW-115, GW-274,
GW-21g5, GW-31s, GW-3135 kodlu 6rneklerden ayr1 ayri olmak iizere 3 paralel
deneme yapilmistir. Bu denemeler sonucunda elde edilen sonuglar asagida yer

almaktadir.

Tablo 10. GW-114 Orneginde Yapilan Total Kiil Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktari (g) % Total Kiil Miktar
1.0000 8.8500
1.0000 8.9100
1.0000 8.8100
Ortalama: % 8.8566
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Tablo 11. GW-11g Orneginde Yapilan Total Kiil Miktar Tayini Sonuglari

Drog Miktari (g) % Total Kiil Miktar
1.0000 14.4200
1.0000 14.5100
1.0000 14.4500

Ortalama: %14.46

Tablo 12. GW-21, Orneginde Yapilan Total Kiil Miktar Tayini Sonuglari

Drog Miktari (g) % Total Kiil Miktar
1.0000 10.1200
1.0000 10.2000
1.0000 10.1800

Ortalama: % 10.1667

Tablo 13. GW-21y Orneginde Yapilan Total Kiil Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktar (g) % Total Kiil Miktar
1.0000 13.9900
1.0000 13.8600
1.0000 13.9100

Ortalama: % 13.9200

72




Tablo 14. GW-31, Orneginde Yapilan Total Kiil Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktari (g) % Total Kiil Miktar
1.0000 6.9000
1.0000 6.9100
1.0000 7.0400
Ortalama: % 6.9500

Tablo 15. GW-31y Orneginde Yapilan Total Kiil Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktar (g) % Total Kiil Miktar1
1.0000 14.9200
1.0000 14.9800
1.0000 14.9400

Ortalama: % 14.9467

1.3.3 Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini

Avrupa Farmakopesinde ve Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu Tiirk
Farmakopesi’nden yararlanilarak (11, 57) GW-11a, GW-115, GW-214, GW-21y,
GW-31a, GW-315 kodlu 6rnekler iizerinde ayr1 ayr1 olmak {izere ii¢ paralel deney

yapildi. Bu deneylerden elde edilen sonuclar asagida yer almaktadir (Tablo 13-18).
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Tablo 16. GW-115 Orneginde Yapilan Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar

Tayin Sonuglari

Drog Miktar (g) % HCl de
Coziinmeyen Kiil Miktar1
1.0523 1.1110
1.0231 1.1280
1.0342 1.0670

Ortalama: % 1.1020

Tablo 17. GW-11y Orneginde Yapilan Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar

Tayin Sonuglari

Drog Miktar (g) % HCl de
Coziinmeyen Kiil Miktar:
1.0523 3.4600
1.0231 3.5520
1.0342 3.6820

Ortalama: % 3.5646

Tablo 18. GW-215 Orneginde Yapilan Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktari

Tayin Sonuglari

Drog Miktar (g) % HCl de
Coziinmeyen Kiil Miktar
1.0523 4.4100
1.0231 4.6800
1.0342 4.6530

Ortalama: % 4.5810
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Tablo 19. GW-21 Orneginde Yapilan Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar

Tayin Sonuglari

Drog Miktar (g) % HCl de
Coziinmeyen Kiil Miktar
1.0523 5.0200
1.0231 5.1540
1.0342 5.2130

Ortalama: % 5.129

Tablo 20. GW-314 Orneginde Yapilan Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktari

Tayin Sonuglari

Drog Miktari (g) % HCl de
Coziinmeyen Kiil Miktar
1.0523 2.2300
1.0231 2.2450
1.0342 2.4350

Ortalama: % 2.3033

Tablo 21. GW-31y Orneginde Yapilan Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar

Tayin Sonuglari

Drog Miktar (g) % HCl de
Coziinmeyen Kiil Miktari
1.0523 1.8530
1.0231 1.7700
1.0342 1.5430

Ortalama: % 1.7220
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1.3.4 Siilfat Kiilii Miktar Tayini

Avrupa Farmakopesinde ve Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu Tiirk
Farmakopesi’nde (11, 57) verilen yontem kullanilarak GW-11a, GW-11y, GW-214,
GW-211, GW-314, GW-31¢ kodlu 6rneklerden ayr1 ayr1 olmak {izere 3 paralel
deneme yapilmis ve bu denemeler sonucunda elde edilen sonuglar asagida

verilmistir.

Tablo 22. GW-114 Orneginde Yapilan Siilfat Kiilii Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktari (g) % Siilfat Kiilii Miktar
1.0000 13.4600
1.0000 13.6600
1.0000 13.5800

Ortalama: % 13.5667

Tablo 23. GW-11y Orneginde Yapilan Siilfat Kiilii Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktari (g) % Siilfat Kiilii Miktar
1.0000 17.8000
1.0000 17.9600
1.0000 18.0300

Ortalama: % 17.9300
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Tablo 24. GW-21 Orneginde Yapilan Siilfat Kiilii Miktar Tayini Sonuglari

Drog Miktar (g) % Siilfat Kiilii Miktari
1.0000 12.7000
1.0000 12.7200
1.0000 12.7800

Ortalama: % 12.7333

Tablo 25. GW-21y Orneginde Yapilan Siilfat Kiilii Miktar Tayini Sonuglari

Drog Miktar (g) % Siilfat Kiilii Miktar
1.0000 17.4700
1.0000 17.5500
1.0000 17.3100

Ortalama: % 17.4433

Tablo 26. GW-314 Orneginde Yapilan Siilfat Kiilii Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktari (g) % Siilfat Kiilii Miktari
1.0000 9.7400
1.0000 9.7300
1.0000 9.7600

Ortalama: % 9.7433




Tablo 27. GW-31y Orneginde Yapilan Siilfat Kiilii Miktar Tayini Sonuglari

Drog Miktar (g) % Siilfat Kiilii Miktari
1.0000 11.2500
1.0000 11.1700
1.0000 11.1500
Ortalama: % 11.1900

1.3.5 Droglarin ince Tabaka Kromatografisi (I.T.K.) ile Saflik ve Kalite
Kontroliine Ait Bulgular

Benzen-kloroform-metanol-amonyum hidroksit (8 : 9 : 3 : 2 damla) (80)
¢oziicli sistemi ve 0.25 mm kalinliginda 20%20 cm boyutlarindaki Kieselgel 60 Fas4
(Merck 5715) hazir kromatografi plagi kullanilarak yapilan kromatografik
caligmalarda start cizgisinden itibaren, ¢oziicii 17 cm yiikselecek sekilde 1 kez
develope edilen kromatografi plaginin, 254 ve 366 nm dalga boylarindaki UV 151k
altinda ¢ekilen fotograflari ve Dragendorff reaktifi piiskiirtiildiikten sonra g¢ekilen

fotografi sayfa 79-80de goriilmektedir.
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Resim 37: Galantamin ve Likorin Teshisi Igin 254 nm Dalga Boyundaki UV

Isik Altinda Cekilen Fotograf

Resim 38: Galantamin ve Likorin Teshisi I¢in 366 nm Dalga Boyundaki UV

Isik Altinda Cekilen Fotograf
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Resim 39 : Galantamin ve Likorin Teshisi I¢in Dragendorff Piiskiirtiildiikten

Sonra Cekilen Fotograf

1.3.6 Total Alkaloit Miktar Tayinine Ait Bulgular

Daha 6nce ¢alisma grubumuz tarafindan Avrupa Farmakopesi’nde (11, 57) yer
alan drog monografilerinden yararlanarak gelistirilmis yontem kullanilmisgtir.

Yapilan calismalarda GW-114, GW-115, GW-214, GW-2115, GW-314, GW-3 115
kodlu orneklerden ayri ayri olmak iizere 3 paralel deneme yapildi. Sonuglar kuru

drog ve galantamin iizerinden yiizde olarak hesaplanmak suretiyle verilmistir .
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Tablo 28. GW-11, Ornegine Ait Total Alkaloit Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktar (g) % Total Alkaloit Miktar:
5.5000 0.4180
5.5000 0.4090
5.5000 0.4090

Ortalama: % 0.4120

Tablo 29. GW-11y Ornegine Ait Total Alkaloit Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktar (g) % Total Alkaloit Miktar1
5.5000 0.5060
5.5000 0.4960
5.5000 0.4960

Ortalama: % 0.4993

Tablo 30. GW-21a Omegine Ait Total Alkaloit Miktar Tayini Sonuglari

Drog Miktar (g) % Total Alkaloit Miktari
6.0000 0.2140
6.0000 0.2057
6.0000 0.1970

Ortalama: % 0.2056




Tablo 31. GW-21y Ornegine Ait Total Alkaloit Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktar (g) % Total Alkaloit Miktar:
5.0000 0.3430
5.0000 0.3530
5.0000 0.3530

Ortalama: % 0.3497

Tablo 32. GW-314 Ornegine Ait Total Alkaloit Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktari (g) % Total Alkaloit Miktar:
5.5000 0.2530
5.5000 0.2530
5.5000 0.2430

Ortalama: % 0.2497

Tablo 33. GW-31y Ornegine Ait Total Alkaloit Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktari (g) % Total Alkaloit miktar
5.5000 0.2440
5.5000 0.2440
5.5000 0.2540

Ortalama: % 0.2473




1.3.7 Yiiksek Basin¢gh Sivi Kromatografisi ile Likorin ve Galantamin
Miktar Tayini

1.3.7.1 Likorin Ol¢ii Egrisinin Hazirlanmasi

Likorin miktar tayininde gerekli olan Ol¢ii egrisinin hazirlanmasi igin
uygulanan likorin konsantrasyonlar1 ve okunan alan degerleri tablo 34 de, likorin
konsantrasyon ve alan degerleri dikkate alarak hazirlanan regresyon denklemi sekil 1
de goriilmektedir.

Tablo 34. Uygulanan Likorin Konsantrasyonuna Kars1 Okunan Alan Degerleri

Konsantrasyon (ng/ml) Okunan Alan Degerleri
1 17.00435
2.5 38.69999
5 80.78993
10 157.5968
25 394.9087
50 796.8376
100 1599.577
200 3097.867
300 4790.855
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Likorin Standart Ol¢ii Egisi
y=15.8423032x-1.339608

R?=0.99985
6000

5000

4000 /
3000 /

2000 /

1000 /

0 50 100 150 200 250 300 350
Konsantrasyon

Alan Degerleri

Sekil 1 : Likorin Standart Olgii Egrisi Regresyon Denklemi
Standart olarak kullanilan likorin kromatogrami ve UV spektrumu sekil 2 ve

sekil 3 de yer almaktadir.

DAD1 A, Sig=290 4 Ref=off [DEMOHFLCITESTON1387.0)
mil
80
8-
4
| [}
- E
- n
0 = '
[ [ I ’ T i ’ [ [ I T
0 1 2 3 4 5 B 7 8

Sekil 2 : Standart Likorin HPLC Kromatogrami Rt=6.709

TDADd, §.524 (3567 mAL, - 1 Ref=5.378 & 7124 of TESTOO1357 .0

e
=50 —

=00 —f
=250 —E
=00 —E
150 —E
100 —f

=0 —

o

Sekil 3 : Standart Olarak Kullanilan Likorin UV spektrumu
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1.3.7.2 Galantamin Olcii Egrisinin Hazirlanmasi

Galantamin  0Ol¢li  egrisi  hazirlanmas1  i¢in  uygulanan  galantamin
konsantrasyonlar1 ve okunan alan degerleri tablo 35 de ve galantamin konsantrasyon
ve alan degerleri dikkate alinarak hazirlanan regresyon denklemi sekil 4 de
goriilmektedir.

Tablo 35. Uygulanan Galantamin Konsantrasyonuna Karsi Okunan Alan
Degerleri

Konsantrasyon (pg/ml) Okunan Alan Degerleri

1 11.25833

5 58.2697

10 114.4616

25 300.4419

50 584.3733

100 1094.764

200 2288.154

300 3430.1

400 4589.541
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Alan Degerleri

Galantamin Standart Olcii Egrisi

5000
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

0 100

200 300
Konsantrasyon

y=11.451763x-2.40657

R*=0.9999

400 500

Sekil 4 : Galantamin Standart Olgii Egrisi ve Regresyon Denklemi

Standart olarak kullanilan galantamin kromatogrami ve UV spektrumu sekil 5

ve sekil 6 da yer almaktadir.

CAD1 A, Sig=280.4 Ref=off (DEMO'HPLCITESTO01303.0)

J

Sekil 5 : Standart Galantamin HPLC Kromatogrami Rt=8.20
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ToADR, 8 368 (588 mal, - ) Ref=8 088 &9 032 of TESTOO1309

el
500—f
00—
=200 {
=zZ00 {

A00

o

¥ § ¥ ¥ N ¥ T N ¥ |
=z0 =a0 260 z20 300 ==0 34a0 360 =s0 nm

Sekil 6 : Standart Olarak Kullanilan Galantamin UV spektrumu

HPLC ile miktar tayini ¢alismalarinda dedektér olarak DAD (Diode Array
Detector) kullanilmistir. Standart likorin ve galantamin ile ekstrede teshis edilen
likorin ve galantaminin UV spektrumlar1 karsilastirildiginda, 1000 {izerinden 999
uyum tespit edilmistir GW-11a, GW-11y5, GW-215, GW-215, GW-314, GW-3110 GW-
4ra, GW-4rg, GW-51a, GW-510, GW-614, GW-6150 GW-714, GW-7115, GW-814,
GW-81y, kodlu ekstrelerin HPLC kromatogramlari ve UV spektrumlart sekil (7-55)

de goriilmektedir.
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1.3.7.3 GW-114 Ekstresine Ait Sekiller

DAD1 A, Sig=290,4 Ref=off (DEMCIHPLC\TESTO00838.0)
T 7. ¢

S
9w
o
L
=
- X
@ -
% k ih A
= n L
A 3t
L e ) B S
10 15 il % %0 3

Sekil 7 : GW-11a Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami

(Likorin R1=6.563 GalantaminR1=8.323)

FhoAald, 5519 (1495 mAl, - 1 Ref=5.412 & 5.992 of TESTOOO0939. [

mAl -
140 —

120—5
100—5
B0
&0 —
a0 -
20—

o-—

Sekil 8 : GW-11a Ekstresine Ait Likorin Pikinin UV Spektrumu

(R1=6.518Standart Likorin ile Uyumu=999.374)

oAb, 8 272 (G55 mall, - ) Ref=8 126 & 9 166 of TESTOOOS33 0

mAal C

=t} —E
s00 —f
400 —
=00 —E
oo —f

400 —

o

| ¥ | ¥ ¥ | ¥ ¥ | |
Z2z0 2490 260 zZa0 =00 Sz0 S0 260 a0 nm

Sekil 9 : GW-11, Ekstresine Ait Galantamin Pikinin UV Spektrumu

(R1=8.323Standart Galantamin ile Uyumu=999.938)
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1.3.7.4 GW- 11y Ekstresine Ait Sekiller

DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off (DEMOHPLCITEST000529.0)

S 1S

[ER=R T

=11 .o2s

i
0
f
L
T
]

0 5 10 15 bl 5

Sekill0 : GW- 1y; Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami

(Likorin R1=6.518 Galantamin Rt=8.191)

FhAalkd, 54976 (152 maAal, - 1 Ref=5.222 & §.005 of TESTODODZ2O. [

mAU_:
140—5
120—5
100—3
so—f
so—f
a0

zo —

o-

Sekilll: GW-1; Ekstresine Ait Likorin Pikinin UV Spektrumu

(Rr=6.518Standart Likorin ile Uyumu=999.896)

ThAald, 2276 (905 mal, - ) Ret=7.915 & 9.123% of TESTOD0229.0

mAaLl _:
00 —f
700 -
G00 -
s00 -
a0 =
=00 —
200 —

100 —

=

| D T T | | T T |
Z2z0 290 z260 zZao Z00 Sz0 Z490 360 a0

Sekil 12 : GW-11; Ekstresine Ait Galantamin Pikinin UV Spektrumu

(R1=8.191 Standart Galantamin ile Uyumu=999.899)
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1.3.7.5 GW-214 Ekstresine Ait Sekiller

DAD1 A, Sig=230 4 Ref=off (DEMO\HFLCITESTO00369.D)

r.

(= =
8139

es =8
alasaals als
| k= 202
-HEH
on 1507
1 EBoOFa
T 11 a56
14 385
a_

L= F 30 047

Sekil 13 : GW- 215 Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami

(Likorin R1=6.478 Galantamin R1=8.139)

FADRA, 5501 (251 mAl, - 1 Ref=5.53941 & G.931 of TESTOOO259. [

mall

200 —|
150 —|
100 —|

&0

nm

Sekil 14 : GW-214 Ekstresine Ait Likorin Pikinin UV Spektrumu

(R1=6.478 Standart Likorin ile Uyumu=999.968)

FhoAaDd, 2162 (05 mald, - 1 Ref=7 2492 £0.115 of TESTOOOOED . L

masll o

=00
700 -
&00 —
s00 -
a00 =
=00 —
200 -

100 =

o

| ¥ | ¥ | ¥ D ¥ ¥
Z2z0 2490 pra=in) zZ20 00 =20 2490 =G0 Z20

nm

Sekil 15: GW-215 Ekstresine Ait Galantamin Pikinin UV Spektrumu

(R1=8.139 Standart Galantamin ile Uyumu=999.988)
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1.3.7.6 GW-21 Ekstresine Ait Sekiller

DAD A, 5ig=290,4 Ref=aft DENC HPLCTESTONSE.D)
- ; b
4- n
i 1]
] - i
20 g :
] [
- f
. 3 m
: o || i a
10 BOR i 0
' L ’ AN
] A VAN
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T T ’ ’ T T T ! ’ T ! ’
i 5 1 i3 Pl 5 £

Sekill6 : GW- 21y Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami

(Likorin R1=6.551 Galantamin R1=8.227)

AR, 5537 (252 mal, - ) Ref=5.404 & §5.9249 of TESTOO0955 .

mal -
=0

Fa-
au—f
sa-—
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20—
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10—
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|
360

nm

Sekil 17 : GW-21y Ekstresine Ait Likorin Pikinin UV Spektrumu

(R1=6.551 Standart Likorin ile Uyumu=999.898)

TDADA, 8 284 (559 mal, - ) Ref=5.044 & 5 954 of TESTOOO0355 [

mAl -

5DD—E
400—:
SDD—f
200—3

100 —

o—

|
=0

nm

Sekil 18 : GW-21y Ekstresine Ait Galantamin Pikinin UV Spektrumu

(R1=8.227 Galantamin ile Uyumu=999.993)
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1.3.7.7 GW-314 Ekstresine Ait Sekiller

DAD1 A, Sig=290.4 Ref=off (DEMOHPLCITESTO00393.)

mil
300
00
] . .
; 4 g ; .
0-4‘;% A i . .
B B I T T 1
0 5 10 16 i} Pl A
Sekil 19 : GW- 314 Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami
(Likorin R1=6.449 Galantamin R1=8.182)
ThAD, 6450 (222 mall, - 1 Ref=G6.217 & 6.200 of TESTOOO02QZ. D
maald
200—:
150{
1DD—i
50—:
o
220 2490 260 220 200 220 2490 260 3EIBU nm
Sekil 20 : GW-314 Ekstresine Ait Likorin Pikinin UV Spektrumu
(R1=6.449 Standart Likorin ile Uyumu=999.875)
FDADT, 2.124 (597 mAU, - 1 Ref=7.227 2917 of TESTODDIQZ2 D
: 220 240 250 Z2s0 30‘0 =20 Z0 fc=lu} 38‘0 nmI

Sekil 21 : GW-31, Ekstresine Ait Galantamin Pikinin UV Spektrumu

(R1=8.182 Standart Galantamin ile Uyumu=999.977)
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1.3.7.8 GW-31; Ekstresine Ait Sekiller

DAD1 A, Sig=290,4 Ref=off (DEMOWHPLCITESTOD0SE0.0)

p
] g N u
40'_ o o : I
- " 1
0
it
T T —
2 25 0

Sekil 22 : GW- 31y Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami

(Likorin R1=6.489 Galantamin R1=8.213)

oA, 5507 (112 maAU, - 3 Ref=56.2497 & 7.004 of TESTOOOQZ20.D

mAll -

100 —

D
240

Sekil 23 : GW-31yy Ekstresine Ait Likorin Pikinin UV Spektrumu

(R1=6.489 Standart Likorin ile Uyumu=999.988)

oAb, 8227 (119 mal, - ) Ref=7.951 & 2.827 of TESTO00220.D

mAal -
400 —

=50 -
z00 -
=50 —E
=00 —f
150 —E
00 —E

S0 —f

o

|
=20

D
=0

|
S0

|
=20

|
nm

Sekil 24 : GW-31 Ekstresine Ait Galantamin Pikinin UV Spektrumu

(R1=8.213 Standart Galantamin ile Uyumu=999.998)
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1.3.7.9 GW-41, Ekstresine Ait Sekiller

DADT A, 5ig=290.4 el DENOHFLCITESTONN0ZA)

il E

400-

00

00- £
1 7. ; ;

10- b 29 ||8g 8 g e
] 89 [jef @ (\ : g
o' p se Jwf N R —

T i T ’ i [ ’ ’ ’ T [ [

0 25 5 75 1 125 i

Sekil 25 : GW- 414 Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami

(Likorin R1=6.431 Galantamin R1=7.836)

FhADRA, 5905 (2028 mAall, - ) Ref=5.298 & 7.231 of TESTOO0ZE.D

mal -
200

175—f
150—2
125—5
1uu—f
75—3
50—5

Z5 —

o-—

Sekil 26: GW-41, Ekstresine Ait Likorin Pikinin UV Spektrumu

(R1=6.431 Standart Likorin ile Uyumu=999.879)

“oADd, 7.791 (12315 mAU, - I Ref=7 512 & 2125 of TESTOO1023.0

mAau -

1=z00 —:
1000 —f
f=Talal —:
GO0 —i
= Talal —f

200

a—

T I ¥ N T T I ¥ N
220 240 250 =20 =Talal 20 a0 250 20

Sekil 27 : GW-41, Ekstresine Ait Galantamin Pikinin UV Spektrumu

(R1=7.836 Standart Galantamin ile Uyumu=999.991
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1.3.7.10 GW-41 Ekstresine Ait Sekiller

DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off (DEMO'HPLC\TEST001084.0)

mal-| m
8-
- o
- (1)
80— T
: 1]
[
g .
S
1]
SE
T [
15 i}
Sekil 29 : GW- 41y Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami
(Likorin R1=6.610 Galantamin R1=8.162)
AR, G619 (220 mAl, - 1 Ref=6.49454 & 2.014 of TESTOD1024. 1
mssll
25
20—
15—
0
o
.
Zz0 240 Z60 Z30 30'0 FZ0 A0 EE0 FE0

Sekil 30 : GW-4; Ekstresine Ait Likorin Pikinin UV Spektrumu

(R1=6.610 Standart Likorin ile Uyumu=999.785)

"ADT, 197 (615 mall, - ) Ref=5.014 & 5 894 of TESTOO1083 0

mal C

SUU—E
S00
BUU—E
200—?
1DD—f

o=

N T N T T N T T N
Zz0 =50 Z60 Zz=0 =300 =0 30 =60 =0

|
nm

Sekil 31 : GW-41; Ekstresine Ait Galantamin Pikinin UV Spektrumu

(R1=8.162 Standart Galantamin ile Uyumu=999.692)
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1.3.7.11 GW-515 Ekstresine Ait Sekiller

DAD1 A, Sig=250,4 Ref=off (DEMOHPLCITESTO01050.0)

mill- o]
-

m-

5SS
=22

- a9

=
o oo nn
1 o=
=Wt
pR=t=T=]
e rs.osT
FICEERES
1F F.arFo
r1 1573
| ? 14a4.0zs

ey | ‘(29.903

Sekil 32 : GW- 514 Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami

(Likorin R1=6.515 Galantamin R1=8.224)

TLADR, 6495 (272 mAll, - ) Ref=6 375 & 7 308 of TESTOO10S50. 0

mal |

250 —
200
150
100—3

50—

o=

Sekil 33 : GW-514 Ekstresine Ait Likorin Pikinin UV Spektrumu

(R1=6.515 Standart Likorin ile Uyumu=999.887)

AR, 2202 (771 mAL, - 1 Ref=2 002 &9 129 of TESTOO1050.0

ma ?
FOO —E
s00
So0 —f
S00 —f
200
200

100 —

o=

Sekil 34 : GW-514 Ekstresine Ait Galantamin Pikinin UV Spektrumu

(R1=8.224 Standart Galantamin ile Uyumu=999.996)
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1.3.7.12 GW-51y Ekstresine Ait Sekiller

DAD1 A, 5ig=290,4 Ref=off (DEMOHPLCITESTO01043.0)

il - ?
100-

8-

8-

B 7S
8.578

-

-

0-

a3.aaa
1 Fs.1e3
T.2Ta
[11.259
7 15 696
S_
31.122

0 5 10 15 il 5

Sekil 35 : GW- 51y Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami

(Likorin R1=6.757 Galantamin R1t=8.578)

TooADRA, 6752 (14949 maAall, - 1 Ref=6.619 & 7 036 of TESTOO1043 D

mal
190 —

‘120—3
100—2
so—f
BD;
a0

zo

o=

Sekil 36 :GW-51 Ekstresine Ait Likorin Pikinin UV Spektrumu

(R1=6.757 Standart Likorin ile Uyumu=999.889)

TDAabd, 2555 (50 mal, - ) Ref=2.392 £ 9.152 of TESTOO1043.D

Ml

00—
200 —
200 —

00—

Sekil 37 : GW-51¢ Ekstresine Ait Galantamin Pikinin UV Spektrumu

(R1=8.578 Standart Galantamin ile Uyumu=999.998)
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1.3.7.13 GW-614 Ekstresine Ait Sekiller

DADY A, Sig=250 4 Ref=f [DEMOWPLETESTO062.)
mil - ]
0
0
] 3
] a l 7
100- i gtlng o B3 @
: § 8o lao G o
| 0 (0 " o
0_ TN I\ —
| | | ' ' | | ! ! |
0 5 10 5 2 i )
Sekil 38 : GW- 674 Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami
(Likorin R1=6.500 Galantamin R1=8.005)
DAL, BA77 (127 mAl, - 1 Ref=6.371 & 68649 of TESTODM0E3 .0
mAll -
120{
‘1005
SD—E
@0
o=
Z2z0 2490 260 zZ20 =00 220 2490 ZE0 38‘0 nmI
Sekil 39 : GW-614 Ekstresine Ait Likorin Pikinin UV Spektrumu
(R1=6.500 Standart Likorin ile Uyumu=999.323)
DAl F 9894 (805 mall, - ) Ref=6 864 & 28 997 of TESTOO1063 .0
mAl
SDD—E
?DD—;
BDD—E
400—3
200—%
Zza 240 260 28'0 =200 220 =40 260 38‘0 nmI

Sekil 40 :GW-614 Ekstresine Ait Galantamin Pikinin UV Spektrumu

(R1=8.005 Standart Galantamin ile Uyumu=999.645)
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1.3.7.14 GW-61y Ekstresine Ait Sekiller

CAD1 A, Sig=280,4 Ref=off (DEMOHPLCITESTO01087.0

ml-
154
104
754
d ﬁ .
50 T . -
: 8 i 0 H
Ly - T ¢
' ' ' ' | ' ' i i | i ' ' ' | ' ' i | i i ' ' | '
] ; 1 i bl b
Sekil 41 : GW- 67y Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami
(Likorin R1=6.459 Galantamin R1=7.944)
oAb, G457 (2445 mal, - I Ref=56.221 & G267 of TESTOO1OGT . D
masall
ZUD—:
150—:
100—:
50—:
a-
22'0 2¢I|O 26‘0 28'0 30'0 32'0 3¢I|O 36‘0 38'0 nm
Sekil 42 : GW-61(; Ekstresine Ait Likorin Pikinin UV Spektrumu
(R1=6.459 Standart Likorin ile Uyumu=999.881)
a1, 7921 (11049 maAal, - I Ref=7.747 &9.013 of TESTOD1057 .
mal
1DOD—:
SDD—i
BDD{
‘lUU{
ZUU—:
0
22'0 2€IIO 26'0 28'0 30'0 32'0 3€IIO 36'0 38'0 nmI

Sekil 43 : GW-61( Ekstresine Ait Galantamin Pikinin UV Spektrumu

(R1=7.944 Standart Galantamin ile Uyumu=999.746)
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1.3.7.15 GW-714 Ekstresine Ait Sekiller

DADT A, Sig=290 4 Ref=ff DEMOWPLOITESTO007.)
m:
n-
150-
5 :
100
] T 2
: 0D ||y 5 = B H
8- , g v
: potalo j\ A : : :
i L . - L Lz
i it T ] ‘ T
0 5 10 15 2 %
Sekil 44 : GW- 714 Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami
(Likorin R1=6.462 Galantamin R1=8.149)
FoADT, ST (IS5 maAald, - T Re=ES.229 & 6,271 of TESTOOM107 .
mAUi
140—f
‘120—5
100—5
EIEI%
50—
A0
20—f
a—
220 240 260 220 SDIU 220 2490 260 =220 nm
Sekil 45 : GW-714 Ekstresine Ait Likorin Pikinin UV Spektrumu
(R1=6.462Standart Likorin ile Uyumu=999.979)
FoAaDkd, 2137 (5294 mAal, - ) Ret=7 977 & 2899 of TESTOO1107 .0
]
a00 —
300
zoo
‘100—:
o=
22'0 2£IID QﬁID ZEIED SGID 32'0 3£IHJ 35‘0 38'0 nm

Sekil 46 : GW-715 Ekstresine Ait Galantamin Pikinin UV Spektrumu

(R1=8.149 Standart Galantamin ile Uyumu=999.998)
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1.3.7.16 GW-T71y Ekstresine Ait Sekiller

DAD1 A, Sig=290,4 Ref=cff (DEMCHPLCATESTO01082.0)

miJ~ 2
100-
8- 0
] 1] ]
0 g I
] o 2
§
N : i
: I}
[ [ ’ [ i ’ i [ [
0 5 1 15 bl bl )]

Sekil 47 : GW- 71y Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami

(Likorin R1=6.518 Galantamin R1=8.196)

FhAald, 6502 (122 mAal, - ) Ref=5.282 & 5200 of TESTOOO022. D

mall -
175 —

150—5
125—5
100—5
75—5
50—f

25—

o-

Sekil 48 : GW-71¢ Ekstresine Ait Likorin Pikinin UV Spektrumu

(R1=6.518 Standart Likorin ile Uyumu=999.888)

DAL, S1T0 @GS mal, - ) Ref=S.023 & 5.890 of TES TOO10SE.0

mal
400 —:
f=Talu] —i
200—:

100 —

Sekil 49 : GW-71¢ Ekstresine Ait Galantamin Pikinin UV Spektrumu

(R1=8.196 Standart Galantamin ile Uyumu=999.998)
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1.3.7.17 GW-814 Ekstresine Ait Sekiller

DAD1 A, Sig=290,4 Ref=cff (DEMO'HPLCITESTO01134.0)

E
K
202 o
] 3
200~} 0
2| P
= (1] P
100-: ol @ WO - o
e e f[ sf ﬁ
. posgle)l s .
0 é 1|0 1I5 2‘0 2|5 3‘{]
Sekil 50 : GW- 814 Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami
(Likorin R1=7.015 Galantamin R1=9.232)
oAl 5093 (215 mAl, - T Re™=5.8495 & 74425 of TESTOO11Z243.0
meal
S00 —_
L uln) —_
.
22'0 24!00 26'0 28'0 30'0 32'0 3£IIO 36‘0 38'0 nm
Sekil 51 : GW-81, Ekstresine Ait Likorin Pikinin UV Spektrumu
(R1=7.015 Standart Likorin ile Uyumu=999.876)
oA, 9.219 103 mAl, - 1 Ref=8.250 & 0.955 of TESTOOA1 1210

Sekil 52 : GW-814 Ekstresine Ait Galantamin Pikinin UV Spektrumu

(R1=9.232 Standart Galantamin ile Uyumu=999.777)
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1.3.7.17 GW-81; Ekstresine Ait Sekiller

DADI A, Sig=280 4 Ref=off (DENOIKPLCITESTOD1123.0)
mil ] ]
M0
160-
] 1]
p g
100 ) g
o . B
5)-] Dogayl O 9w k.
T I i
% ) AVl ‘ aN
i [ ’ [ [ ’ ’ i [ [ [
0 5 1 15 bl bl

Sekil 53 : GW- 81y Ekstresine Ait HPLC Kromatogrami

(Likorin R1=7.024 Galantamin R1=9.115)

TDAabd, 5929 (5232 mall, - ) Ref=50.2342 & 7.44=2 of TESTOO112ZZ.D0
maAald |
SDD—E
400 —:
SDD—E
=200 {
100—2
=

z2z0 =290 260 =280 SEIIEI 320 3490 260 Za0 nm
Sekil 54 : GW-81¢ Ekstresine Ait Likorin Pikinin UV Spektrumu
(R1=7.024 Standart Likorin ile Uyumu=999.466)

AR, D AZ2 6.1 mAal, - 1T Re=8.0923 & 9.655 of TESTOO1123.0

mal -

19
12 —

10—

Sekil 55 : GW-81¢ Ekstresine Ait Galantamin Pikinin UV Spektrumu

(R1=9.115 Standart Galantamin ile Uyumu=999.756)
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1.3.7.18 Ekstrelere Ait Likorin Ve Galantamin Miktar Tayini Sonug¢lari
Yiiksek basin¢li sivi kromotografisi (HPLC) ile kuru drog lizerinden ve
daha once belirtilen yontemle hesaplanmis likorin ve galantamin miktar tayini

sonuglar1 agagida tablolarda verilmistir(Tablo 36-51).

Tablo 36. GW-114 kodlu Omegin % Likorin ve Galantamin Miktar1

% Likorin Ortalama % Galantamin Ortalama
Miktar +SD Miktar +SD
0.049307 0.160568

. A +
0.051008 | 0.0511 + 0.00182 0.162195 0 0%%%0581
0.05295 0.15726

Tablo 37. GW-11y kodlu Ornegin % Likorin ve Galantamin Miktar1

% Likorin Ortalama % Galantamin Ortalama
Miktan +SD Miktan +SD
0.067948 0.264058

. +0.
0.067427 | 0.06728 + 0.00075 0.269424 | 0.2664 +0.0027
0.066471 0.265716
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Tablo 38. GW-214 kodlu Omegin % Likorin ve Galantamin Miktar1

% Likorin Ortalama % Galantamin Ortalama
Miktan + SD Miktar +SD
0.08403 0.258349

0.083557 | 0.0841 +0.00058 0.25504 0.25506 + 0.0033

0.084713 0.251807

Tablo 39. GW-21y kodlu Omegin % Likorin ve Galantamin Miktar1

% Likorin Ortalama % Galantamin Ortalama
Miktar +SD Miktar +SD
0.087881 0.125529

0.090657 0.0903 + 0.0023 0.126577 0.1251 +0.00177

0.092357 0.123115

Tablo 40. GW-314 kodlu Omegin % Likorin ve Galantamin Miktar1

% Likorin Ortalama % Galantamin Ortalama
Miktan +SD Miktan +SD
0.067055 0125981

. 0.0686 £ 0.0018
0.06808 0.122706 0.1236 +
0.00204
0.070581 0122228
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Tablo 41 . GW-31y kodlu Ornegin % Likorin ve Galantamin Miktar1

% Likorin Ortalama % Galantamin Ortalama
Miktar +SD Miktar +SD
0.027028 0.071971
0.028009 | 0.0283 £0.0014 0.072108 0.07126 £ 0.00134
0.029867 0.069707

Tablo 42. GW-415 kodlu Omegin % Likorin ve Galantamin Miktar1

% Likorin Ortalama
Miktar + SD
0.007082
0.007435 | 0.007488 £+ 0.00043
0.007947

% Galantamin Ortalama
Miktar: +SD
0.506189
0.511588 0.505527 +

0.0064
0.498804

Tablo 43. GW-41y kodlu Omegin % Likorin ve Galantamin Miktar1

% Likorin Ortalama % Galantamin Ortalama
miktari +SD Miktan +SD
0.074675 0.127826
0.078424 | 0.0771 £ 0.0021 0.128101 0.12782 + 0.0003
0.078201 0.127538
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Tablo 44. GW-51, kodlu Ornegin % Likorin ve Galantamin Miktar:

% Likorin Ortalama % Galantamin Ortalama
Miktar +SD Miktar +SD
0.099478 0.195065

0.100532 | 0.101 +0.002042 0.198712 0.1966 +0.002

0.103422 0.195959

Tablo 45. GW-51 kodlu Ornegin % Likorin ve Galantamin Miktar1

% Likorin Ortalama % Galantamin Ortalama
Miktan +SD Miktar +SD
0.044267 0.089795
0.04498 0.045 £ 0.00072 0.090362 0.08947 £ 0.0011

0.045712 0.088251

Tablo 46. GW-6714 kodlu Omegin % Likorin ve Galantamin Miktar1

% Likorin Ortalama % Galantamin Ortalama
Miktar +SD Miktan + SD
0.036875 0.238008
0.037976 | 0.03776 +0.0008 0.245618 0.244244 0.00567

0.038441 0.249103
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Tablo 47. GW-61y kodlu Omegin % Likorin ve Galantamin Miktar1

% Likorin Ortalama % Galantamin Ortalama
Miktan + SD Miktar + SD
0.069926 0.320407
0.069686 | 0.07027 £ 0.0008 0.324427 0.326 £0.00714
0.071198 0.334287

Tablo 48. GW-714 kodlu Omegin % Likorin ve Galantamin Miktar1

% Likorin Ortalama % Galantamin Ortalama
Miktar +SD Miktar +SD
0.069034 0.094596
0.071319 0.0714 + 0.094588 0.09415 +

0.00075
0.0024
0.07383 0.093285

Tablo 49. GW-71y kodlu Ornegin % Likorin ve Galantamin Miktar1

% Likorin Ortalama % Galantamin Ortalama
Miktan +SD Miktar +SD
0.050514 0.085891
0.05116 0.0515£0.00125 0.086383 0.087 +0.00174
0.052938 0.089135
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Tablo 50. GW-8714 kodlu Omegin % Likorin ve Galantamin Miktar1

% Likorin Ortalama % Galantamin Ortalama
Miktan +SD Miktar + SD
0.356002 0.016557
0.365425 | 0.3638 +£0.0072 0.017161 0.01674 + 0.00036
0.370111 0.016509

Tablo 51. GW-81y kodlu Ornegin % Likorin ve Galantamin Miktar1

% Likorin Ortalama % Galantamin Ortalama
Miktan +SD Miktar +SD
0.231675 0.03235
0.234567 | 0.234 +0.00218 0.03379 0.00327 £ 0.001
0.235960 0.03197

1.3.8 Asetilkolinesteraz Inhibitor Aktivite Tayinine Ait Bulgular

GW-114, GW-11g, GW-214, GW-215, GW-314, GW-3ry kodlu ekstre
cozeltilerinden 20’ ser ul, galantamin ¢6zeltisinden ise 10 pl Silika jel 60 Fys4 (0.2
mm, Aluminyum sheet, Merck) plak iizerine Hamilton enjektdr yardimiyla tatbik
edildi. Plak kloroform-metanol (8:2) solvan sisteminde bir kez siiriiklendi. Once
substrat ve boyar madde karisim ¢6zeltisi piiskiirtiildii. Daha sonra asetilkolinesteraz
enzim ¢oOzeltisi piiskiirtiildii ve 20 dk beklendi. Sar1 zemin iizerinde beyaz lekeler

gozlendi ve plagin fotografi ¢ekildi.
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1) GW-1,
2) GW-1y,
3) GW-2;,
4) GW-2y,
5) GW-3y,
6) GW-3,

G- Galantamin

Resim 40 : Asetilkolinesteraz Inhibitér Aktivite Tayinine Ait Plak Resmi
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IV. BOLUM
1. TARTISMA
1.1 BOTANIK ARASTIRMALAR

Calismamizda Tiirkiye'de yabani olarak yetisen ondort Galanthus tiiriinden biri
olan (41, 45), Galanthus woronowii Losinsk. bitkisinin tayininde yardimci olmak
amactyla, hazirlanan alkol materyalinden yararlanilarak kok, cigek durumu sapi,
yaprak, meyva, tohum ve cicege ait anatomik karakterler belirlenmistir. Ayrica
ileride Herba ve Bulbus Galanthi droglarina ait bir monografinin hazirlanmasina
yardimc1 olmak amaciyla, bu droglara ait toz drog Ornekleri de anatomik olarak
incelenmistir.

Literatiirde, Galanthus tiirleri lizerinde gerceklestirilen anatomik ¢aligmalarda
daha ¢ok yaprak iizerinde duruldugu goriilmektedir (43, 172). Anabilim Dalimizda
daha oOnce farkli Galanthus tiirleri tlizerinde benzer anatomik ¢aligmalar
gergeklestirilmistir (39, 62, 80). Yaptigimiz anatomik incelemeler neticesinde {ist
epidermisin ince kiitikula ile ortiilii oldugu goriilmiistiir. Alt epidermis hiicrelerinin
de iist epidermis gibi oldugu, ancak ¢eper kalinlagmasinin {ist epidermise gore biraz
daha ince oldugu belirlenmistir. Ust epidermisin i¢ kisminda birinci siradaki
palizadik mezofil hiicreleri hafif yana dogru genis, bazen yuvarlak sekilli
hiicrelerden olugmakta olup, bu siranin i¢ kismindaki hiicrelerde hiicre arasi
bosluklarin belirgin oldugu goriilmektedir. Mezofil hiicreleri arasinda yer alan,
birinci sira ile ikinci sira arasinda bulunan bazi hiicrelerde ve iletim demeti etrafinda
yer alan mezofil hiicrelerinde rafit kristalleri bulunmakta oldugu, iletim demetlerinin
ise kolateral oldugu goriilmiistiir. Bu bulgularin literatiir ile uyum gosterdigi

saptanmustir (3, 39, 43, 62, 80,172). Ancak iki iletim demeti arasindaki hava kanalinin
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yanlara dogru genis ve iist epidermisin i¢ kismindaki palizat hiicrelerinin yanlara dogru
genis olmasi bir farklilik yaratmaktadir.

Koke ait enine kesit incelendiginde, epidermiste emici tiily hiicrelerinin
bulundugu, epidermis ve bunun altindaki kabuk parenkimasi hiicrelerinin
ceperlerinin siiberinleserek ekzodermisi olusturdugu goriilmektedir. Ekzodermisin
i¢ kisimlarindaki korteks parenkima hiicreleri; ince ceperli olup, hiicre arasi
bosluklar belirgindir ve biiylik hiicrelerden olugsmaktadir. Endodermis hiicreleri ince
ceperlidir ve bu hiicrelerdeki kaspari seridi belirgin olarak goriiliir. Endodermisin i¢
kisminda bulunan ksilem, primer ve metaksilemden olusmakta ve tetraark
seklindedir. Bu durum daha once Galanthus tiirleri tizerinde gergeklestirilen
calismalardan elde edilen bulgular ile uyumludur (3, 39, 43, 62, 80,172).

Cigek durumu sapindan (skapus) alinan enine kesitte skapusun, tam daire degil,
hafif basik ovalimsi sekilde oldugu saptanmistir. Epidermis hiicrelerinin yaprakta
oldugu gibi ince bir kiitikula ile kapli odugu goriilmiistiir. Skapusun dip kisminda G.
gracilis Celak, G. plicatus Bieb. subsp. byzantinus (Baker) D. A. Webb ve G. elwesii
Hook., bitkilerinde oldugu gibi dorsal ¢eperler, ventral ve lateral ¢ceperlere gére daha
kalindir. Epidermisin i¢ kisminda kloroplast igeren mezofil hiicreleri distan merkeze
dogru gidildik¢e biiyiimekte ve ceperleri incelmektedir. Bu mezofil hiicreleri
arasinda bulunan hiicre arasi bosluklar distan merkeze dogru gidildik¢e artmakta
ancak belirgin bir hava kanali bulunmamaktadir. Yine bu durum da literatiir ile
uyumludur (3, 39, 62, 80).

Inceledigimiz bir kaynakta cicek anatomisinin sistematik bir deger tasimadigi
bildirilmistir (42). Ayrica Anabilim dalimizda farkli Galanthus tiirleri iizerinde

yapilan ¢alismalarda ¢icek anatomisi bakimindan farklilik goriilmemistir.
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1.2 KALITE KONTROL VE MIiKTAR TAYINi ARASTIRMALARI

Tezimizin konusunu olusturan Galanthus woronowii Losinsk. bitkisine ait
Herba ve Bulbus Galanthi droglari, Dogu Karadeniz bolgesinde farkli zamanlarda ve
farkl1 yerlerden toplanip, hazirlanmistir. Cigekli vejetasyon devrelerine ait drog
orneklerinde, bunlarin kalite kontrolleri i¢in esas olabilecek bazi temel deneyler
gergeklestirilmistir. Kalite kontrol deneyleri igin, Avrupa Farmakopesi (57) ve
Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu Tirk Farmakopesi’nde yer alan bazi ana
yontemler esas alinmistir (11). Bu amagla farmakopede yer alan, gravimetrik esash
nem, total kiil, hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil ve siilfat kiilii miktar tayinlerine ait
temel yontemler uygulanmistir.

Droglarin teshis ve saflik kontrolleri i¢in, ince tabaka kromatografisi (I.T.K.)
calismalar1 gerceklestirilmistir.

Drog orneklerinde total alkaloit miktari, Avrupa Farmakopesi’nde (57) farkli
drog monografilerinde yer alan ydntemlerden yararlanilarak gelistirilmis olup,
titrimetrik esasl bir yontem ile tayin edilmistir.

Ayrica fizyolojik ve farmakolojik etkileri nedeniyle, drogun Onemli
alkaloitlerinden olan galantamin ve likorin’in miktar tayini de yiliksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) yontemi ile yapilmustir.

Kalite kontrol ve miktar tayini arastirmalart GW-11g, GW-11s, GW-213, GW-
2ta, GW-315 ve GW-314 kodlu ornekler iizerinde yapilmistir. Elimizde ¢ok az
miktarda bulunan GW-4ry, GW-414, GW-515, GW-51A, GW-6115, GW-61A, GW-
Tro, GW-T1a, GW-815 ve GW-8t4 kodlu 6rneklerde ise sadece HPLC yontemi ile

galantamin ve likorin miktar tayini gerceklestirilmistir.
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1.2.1  Nem, Total Kiil, Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil ve Siilfat
Kiilii Miktar Tayini

Nem miktar tayini deneylerinde, ortalama degerler olarak, GW-11¢ kodlu 6rnek
icin % 9.3433, GW-114 kodlu 6rnek i¢in % 9.2633, GW-21¢ kodlu 6rnek icin %
7.9156, GW-21A kodlu 6rnek i¢in % 7.9013, GW-31y kodlu 6rnek i¢in % 8.4633,
GW-31a kodlu 6rnek i¢in ise %8.4716 nem oran1 saptanmistir.

Total kiil miktar tayini deneylerinde, ortalama deger olarak GW-11y kodlu
ornek i¢in % 14.4600, GW-114 kodlu 6rnek i¢in % 8.8567, GW-21p kodlu 6rnek igin
% 13.9200, GW-214 kodlu o6rnek i¢in % 10.1667, GW-31y kodlu 6rnek icin %
14.9467, GW-314 kodlu 6rnek i¢in ise %6.9500 total kiil oran1 saptanmustir.

Hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil miktar tayini deneylerinde, ortalama
degerler olarak, GW-11y kodlu 6rnek i¢in % 3.5647, GW-11, kodlu 6rnek igin %
1.1020, GW-21y kodlu ornek i¢in % 5.1290, GW-214 kodlu 6rnek i¢in % 4.5810,
GW-31g kodlu ornek igin % 1.7220, GW-31a kodlu ornek igin ise % 2.3033
hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil oran1 saptanmaistir.

Siilfat kiilii miktar tayini deneylerinin total kiil miktar tayinine gére daha sabit
sonuclar verebilecegi diisiincesiyle yaptigimiz ¢alismalarda, ortalama degerler
olarak, GW-1r1g kodlu 6rnek icin % 17.9300, GW-114 kodlu 6rnek igin % 13.5667,
GW-21g kodlu 6rnek igin % 17.4433, GW-214 kodlu 6rnek i¢in % 12.7333, GW-31
kodlu 6rnek igin % 11.1900, GW-314 kodlu 6rnek i¢in ise % 9.7433 siilfat kiilii oran1
saptanmistir.

Calismamizda nem, total kiil, ve siilfat kiilii miktar tayini deneylerinden elde
edilen sonuglar daha oOnce diger Galanthus tiirleri iizerinde yapilan benzer

calismalarda elde edilen sonuglar ile karsilagtirmali olarak Tablo52 de gosterilmistir.
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Literatiirde Galanthus genusuna ait hidroklorik asitte ¢6ziinmeyen kiil miktar

tayinine rastlanmamustir.

Bitki isimleri ve Toplandiklar Yerler

Bitkinin G.elwe | G. elwesii | G. G. nivalis | G.
Calisilan sii Yamanlar | gracilis subsp. plicatus
Kismi Akdag, | dag, Nif Dagi, | cilicicus | subsp
[zmir | [zmir [zmir (Bayrami | byzantinu
(84 (39 (62) ¢ S
(Canakkal | Abant,
e) Bolu
80) 3
Nem Cigekli 9.365 6.8137 6.2378 9.438 7.9186
Miktar1 T.alt1 9.103 8.0705 7.5716 8.813 8.3750
(%) Cigekli 8.946 | 8.1712 6.5500 9.593 9.3902
T.istl 7.665 7.3590 7.0395 9.667 9.1367
Meyvali T.
alt1
Meyvali T.
ustu
Siilfat Cigekli 18.79 18.3077 15.2755 20.302 19.8838
Kiilu T.alt1 12.07 10.4837 12.4192 11.645 17.6097
Miktar1 Cigekli 6.69 17.4070 18.0327 12.598 11.2920
(%) T.istl 13.98 15.8523 19.4993 12.200 13.3700
Meyvali T.
alt1
Meyvali T.
ustu
Total Kiil | Cigekli 13.879 | 15.4747 12.6875 16.151 14.0214
Miktar1 T.alt1 8.9567 | 7.8083 9.1022 8.855 13.6235
(%) Cigekli 4.6597 | 14.3170 16.1456 9.943 9.1137
T.istl 9.5097 | 10.5776 17.791 8.603 10.2371
Meyvali T.
alt1
Meyvali
T.istl

Tablo 52. Baz1 Galanthus Tiirleri Uzerinde Yapilmis Olan Kalite Kontrol

Calismalaria Ait Karsilastirmali Sonuglar
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Bitki isimleri, Toplandiklar: Yerler ve Toplama
Zamam
Bitkinin G. woronowii | G. woronowii | G. woronowii
Caligilan Derepazari, Derepazari, Caykara,
Kismi Trabzon 2009 | Trabzon 2006 | Trabzon 2006
Nem Cigekli T. alt1 | 9.263333 7.9013 8.4716
Miktar1 Cigekli T. iistii | 9.343333 7.915567 8.463333
(%)
Siilfat Kiilii Cigekli T. alt1 | 13.56667 12.73333 9.7433
Miktar1 Cigekli T. uistii | 17.93 17.44333 11.19
(%)
Total Kiil Cicekli T. alt1 | 8.856667 10.16667 6.95
Miktar1 Cigekli T. istii | 14.46 13.92 14.94667
(%)

Tablo 52°nin Devami. Bazi Galanthus Tiirleri Uzerinde Yapilmis Olan

Kalite Kontrol Caligsmalarina Ait Karsilastirmali Sonuglar

Bu c¢alismada elde edilen sonuglarin, daha 6nce Galanthus tiirleri iizerinde
yapilan benzer caligsmalarla birlikte ileride hazirlanabilecek Herba ve Bulbus

Galanthi droglarina ait bir monograf olusumuna katkida bulunabilecegi belirtilebilir.

1.2.2 I.T.K. ile Teshis ve Saflik Kontrolleri

Droglarin I.T.K. ile saflik ve kalite kontrolii igin yapilan ¢alismalarda,
Anabilim dalimizda daha once farkli Galanthus tiirleri {izerinde uygulanan benzer
calismalarda (3, 80) yararlanilan ¢oziicii sistemi benzen-kloroform-metanol-
amonyum hidroksit (8 : 9 : 3 : 2 damla) kullanilmistir. Developmandan sonra
kromatografi plaklar1 6nce 254 ve 366 nm dalga boylarindaki 11k altinda ve daha

sonra Dragendorff reaktifi piiskiirtiilerek incelenmistir. incelenen drog 6rneklerinde

galantamin ve likorinin varlig1 tespit edilmistir (Resim39).
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1.2.3 Total Alkaloit Miktar Tayini

Total alkaloit miktar tayini i¢in Avrupa Farmakopesinden yararlanilmistir(57).

Bu yontem daha 6nce Anabilim Dalimizda farkli Galanthus tiirleri tizerinde yapilan

calismalarda kullanilmistir (3, 62, 83, 84).

Total alkaloit igerigi, kuru drog ve galantamin iizerinden hesaplanmistir. GW-

1ty kodlu 6rnek i¢in % 0.4993, GW-114 kodlu 6rnek i¢in % 0.412, GW-21y kodlu

ornek ic¢in % 0.3497, GW-214 kodlu 6rnek igin %0.2056, GW-3 1y kodlu 6rnek i¢in %

0.2473, GW-314 kodlu 6rnek i¢in ise % 0.24967 oranlarinda total alkaloit miktari

belirlenmistir. Incelenen drnekler arasinda en yiiksek total alkaloit miktarina sahip

olanin, 2009 yilinda ¢igekli donemde Rize, Derepazari’ndan toplanmis olan G.

woronowii toprak tstii kismi (GW-11p) oldugu saptanmustir. Calismamizda elde

edilen sonuglar daha 6nce diger Galanthus genusu bitkileri iizerinde yapilan total

alkaloit miktar tayini sonuglari ile karsilastirmali olarak tablo 53.de gosterilmistir.

Bitki Isimleri ve Toplandiklar1 Yerler

Bitkinin G. G. elwesii | G. gracilis | G. nivalis | G. plicatus
Calisilan elwesii | Yamanlar | Nif Dagi, | subsp. subsp
Kismi Akdag, | dag, [zmir cilicicus byzantinus
[zmir [zmir (62) (Bayramig, | Abant,
(84) 39) (Canakkale) | Bolu
(80) (&)
Total Cicekli T.alt1 | 0.1853 | 0.1196 0.0863 0.0168 0.1739
Alkaloit Cigekli T.ustii | 0.2837 | 0.6605 0.1573 0.0167 0.1466
Miktar1 Meyvali T. 0.1088 | 0.1108 0.0442 0.0158 0.1165
(%) alt1 0.1250 | 0.1659 0.0609 0.0804 0.1070
Meyvali T.
usti

Tablo 53. Baz1 Galanthus Tiirleri Uzerinde Yapilmis Total Alkoloit Miktar

Tayinine Ait Karsilagtirmali Sonuglar
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Bitki Isimleri, Toplandiklar: Yerler ve Toplama
Zamani
Bitkinin G. woronowii | G. woronowii | G. woronowii
Calisilan Derepazari, Derepazari, Caykara,
Kismi Rize 2009 Rize 2006 Trabzon 2006
Total Alkaloit | Cigekli T. alt1 | 0.412 0.2056 0.2497
Miktar1 Cigekli T. istii | 0.4993 0.3497 0.2473
(%)

Tablo 53’iin Devami. Baz1 Galanthus Tiirleri Uzerinde Yapilmus Total

Alkoloit Miktar Tayinine Ait Karsilastirmali Sonuglar

1.2.4 Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi ile Likorin ve Galantamin Miktar
Tayini

HPLC c¢aligmalarinda, alkaloit ekstraksiyonu (16) ve alkaloit miktar tayini
(115) icin literatiirde yer alan yontemlerden yararlanilmistir. Bu iki yontem birlikte
modifiye edilerek daha nce Anabilim Dalimizda Sternbergia sicula Tineo ex Guss.,
S. lutea (L.) Ker-Gawl. ex Sprengel ve Pancratium maritimum L. bitkileri tizerinde
uygulanmistir (81). Bu miktar tayin yontemi, hem likorin ve hem de galantaminin
ayn1 anda teshis edilmesine ve miktar tayininin yapilmasina olanak veren izokratik
bir yontemdir. Bu uygulamalarin sonucunda elde edilen kromatogramlar ve UV
spektrumlari, “Bulgular” kisminda yer almaktadir.

Yapilan ¢alismada kuru drog iizerinden hesaplanmak suretiyle GW-11¢ kodlu
ornek i¢in % 0.06728 (St. Dev. 0.00075), GW-11a kodlu 6rnek ic¢in % 0.0511 (St.
Dev. 0.00182), GW-21 kodlu 6rnek i¢in % 0.0903 (St. Dev. 0.0023), GW-214 kodlu
ornek i¢in % 0.0841 (St. Dev. 0.00058), GW-31y kodlu 6rnek igin % 0.0283 (St.

Dev. 0.0014), GW-314 kodlu 6rnek igin % 0.0686 (St. Dev. 0.0018) GW-4ry koldu
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ornek icin % 0.0771 (St. Dev. 0.0021) GW-414 koldu 6rnek i¢in % 0.007488 (St.
Dev. 0.00043) GW-51 koldu 6rnek icin %0.045 (St. Dev. 0.00072) GW-514 kodlu
ornek icin % 0.101 (St. Dev. 0.002042) GW-61( kodlu 6rnek icin % 0.07027 (St.
Dev. 0.0008) GW-6714 kodlu 6rnek i¢in % 0.03776 (St. Dev. 0.0008) GW-71y kodlu
ornek icin % 0.0515 (St. Dev. 0.00125), GW-714 kodlu 6rnek icin % 0.0714 (St.
Dev. 0.0024), GW-81y kodlu 6rnek i¢in % 0.234 (St. Dev. 0.00218), GW-814 kodlu
ornek i¢in % 0.3638 (St. Dev. 0.0072) oraninda likorin miktar1 saptanmistir.
Incelenen drog drneklerinde likorin miktarinin % 0.007488-0.3638 arasinda oldugu
saptanmistir. En yiiksek likorin miktarinin Kemalpasa, Hopa, Artvin’den toplanan
toprak alti drogunda (GW-814), en diisiik likorin miktarinin ise Arhavi, Artvin’den
toplanan toprak alti drogunda (GW-4r,) oldugu goriilmiistiir.

Yine kuru drog iizerinden hesaplanmak suretiyle GW-11y kodlu 6rnek i¢in %
0.2664 (St. Dev. 0.0027), GW-114 kodlu 6rnek igin % 0.160008 (St. Dev. 0.00251),
GW-21y kodlu 6rnek i¢in % 0.1251 (St. Dev. 0.00177), GW-214 kodlu 6rnek igin %
0.25506 (St. Dev. 0.0033), GW-31y kodlu 6rnek i¢in % 0.07126 (St. Dev. 0.00134),
GW-314 kodlu 6rnek i¢in % 0.1236 (St. Dev. 0.00204) GW-41y kodlu 6rnek igin %
0.12782 (St. Dev0.0003) GW-4r1a kodlu 6rnek igin % 0.505527 (St. Dev. 0.0064)
GW-51y kodlu 6rnek i¢in  %0.08947 (St. Dev. 0.0011) GW-574 kodlu 6rnek igin
%0.1966 (St. Dev. 0.002) GW-61y kodlu 6rnek i¢in % 0.326 (St. Dev. 0.00714),
GW-674 kodlu 6rnek i¢in % 0.24424 (St. Dev. 0.00567), GW-71y kodlu 6rnek i¢in %
0.087 (St. Dev. 0.00174), GW-714 kodlu 6rnek igin %0.09415 (St. Dev. 0.00075),
GW-81y kodlu 6rnek igin %0.00327 (St. Dev. 0.001), GW-814 kodlu 6rnek i¢in %
0.01674 (St. Dev. 0.00036) oraninda galantamin miktar1 saptanmistir. incelenen
drog orneklerinde galantamin miktarinin % 0.00327-0.505527 arasinda oldugu tespit

edilmistir. En yiiksek galantamin miktar1 Arhavi, Artvin’den toplanan toprak alti

119



drogunda (GW-41,) en diisiik galantamin miktar1 ise Kemalpasa, Hopa, Artvin’den
toplanan toprak {istii drogunda (GW-8t) bulunmaktadir.

G. woronowii drog Orneklerinin galantamin ve likorin miktarlar1 agisindan
farklilik gostermesinin c¢evresel ve genetik faktorlere bagli oldugu belirtilebilir.
Anabilim dalimizda tamamlanan bir arastirmada Galanthus tiirlerinin DNA’sinda
yiiksek polimorfizm oldugu tespit edilmistir (118).

1.2.5. Asetilkolinesteraz Inhibitér Aktivite Tayini

Asetilkolinesteraz enzimini inhibe edici aktivitenin uygulanisinda esast in vitro
Ellman yontemine (55) dayali ince tabaka kromatografisi yontemi kullanilmigtir
(129). Kolorimetrik esasa dayanan bu yontemde I.T.K. plaginda sar1 zemin iizerinde
beyaz olarak goriilen lekeler inhibisyonun varligint gosterir. Bu yontem kalitatif bir
yontem olmasina ragmen ozellikle bitkilerden hazirlanan ekstrelerin aktivitelerinin
taranmasi i¢in siklikla uygulanan basit ve hizli bir yontemdir (129, 86).

Galanthus woronowii Losinsk. bitkisinden hazirlanan GW-11g, GW-11a, GW-
210, GW-214, GW-315 ve GW-314 kodlu drog 6rneklerinden elde edilen ekstrelerin
standart olarak galantamin kullanilmak suretiyle asetilkolinesteraz inhibitor
aktivitelerinin tayinini gdsteren resim 40 da sayfa 110 da yer almaktadir. Incelenen
orneklerde, asetilkolinesteraz inhibitorii aktiviteye sahip bilesikler oldugu
goriilmektedir. Bu ¢aligma ileride bu konuda yapilabilecek aktivite tayini
calismalarina 6n hazirlik niteliginde olup, s6z konusu drog Orneklerinde
asetilkolinesteraz inhibitdr aktivitenin kantitatif olarak tayininin mikroplaka deneyi

ile (102) yapilmasi planlanmaktadir.
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V.BOLUM
SONUCLAR VE ONERILER

Arastirmamizin ilk asamasinda, Tirkiye’de yabani olarak yetisen Galanthus
tirlerinden biri olan Galanthus woronowii Losinsk. bitkisinin tayininde yardimci
kok, cicek durumu sapi, yaprak, meyva, tohum ve cicege ait anatomik karakterler
belirlenmistir. Ayrica Herba veya Bulbus Galanthi droglarina ait ileride
hazirlanabilecek  monograflarin yazilmasina yardimci olmak iizere, toz drog
ornekleri tizerinde mikroskobik incelemeler yapilmistir. Elde edilen sonuglar,
Tiirkiye’de yetisen Galanthus tiirleri tizerinde benzer ¢alismalar yapilmasinin ve bu
arastirmalarin sonuglarinin karsilagtirilmasinin amacglanan hedefler dogrultusundaki
Oonemini ortaya koymaktadir.

Arastimamizin ikinci asamasinda ise, Avrupa Farmakopesi’nde yer alan
yontemler esas alinarak, farkli tarih ve farkli lokalitelerden toplanmis Galanthus
woronowii bitkisine ait droglarin nem, total kiil, hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil
ve siilfat kiilii miktarlar1 belirlenmistir. Caligmalarimiz ileride hazirlanacak bir
monograf i¢in kaynak olusturabilecek niteliktedir.

Teshis amagclh I.T.K. deneyinde, galantamin ve likorin varligini arastirmak icin,
benzen-kloroform-metanol-amonyum hidroksit (8 : 9 : 3 : 2 damla) ¢oziicii sistemi
tek developman olarak uygulanmistir. Standart ¢ozelti olarak; galantamin ve
likorinin % 0.1 lik ¢ozeltilerinin kullanilmasi uygun goriilmektedir. Kromatogramin
degerlendirilmesinde, galantamin ve likorin i¢in 254 ve 366 nm dalga boyundaki UV
15181 altinda inceleme yapilmali ve ayrica her ikisi i¢in de Dragendorff piiskiirtme

belirtecinden yararlanilmalidir.
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Droglarin kalitesinin saptanmasinda 6nemli olan total alkaloit miktar tayini
deneyinde, tarafimizdan uygulanmis titrimetrik esashi yontem disinda susuz vasatta
titrasyon gibi diger bazi yontemler de arastirilip, denenebilir.

Galantamin ve likorin eldesi i¢in bir kaynak s6z konusu oldugu takdirde,
galantamin elde edilmesi i¢in bitkinin Arhavi, Artvin’den toplanan toprak alti
kisimlarindan, likorin elde edilmesi igin ise bitkinin Kemalpasa, Hopa, Artvin’den
toplanan toprak alt1 kisimlarindan yararlanilmasi gerektigi belirtilebilir.

Asetilkolinesteraz  inhibitér  aktivite tayini  ¢aligmalar1  sonucunda
asetilkolinesteraz inhibitor aktiviteye sahip alkaloitlerin varlig1 tespit edilmistir. Bu
sonucu desteklemek igin, ekstrelerin asetilkolinesteraz enzimini inhibe edici
potansiyellerini kantitatif olarak O6lgmek amaciyla Ellman ydntemine dayal

mikroplaka yonteminden (102) yararlanilabilir.
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VI. BOLUM
OZET
GALANTHUS WORONOWII LOSINSK. BITKISININ KALITE
KONTROL ACISINDAN DEGERLENDIRILMESI

Bu ¢alismada, Kuzeydogu Tiirkiye’de yabani olarak yetisen bir Galanthus tiirii
olan Galanthus woronowii Losinsk. bitkisi, {i¢ farkli agidan incelenmistir.

Bitki iizerinde yiiriitilen botanik calismalarda, bitkinin tayininde
yararlanilabilecek ve muhtemel monografilerde yer alabilecek anatomik ve
mikroskobik 6zellikler arastirilmistir.

Kalite kontrol ¢aligmalarinin yapildig1 aragtirmalarda, farkli zamanlarda, farkli
lokalitelerden toplanan bitkilerden ayr1 ayri hazirlanan drog 6rneklerinde nem, total
kiil, hidroklorik asitte ¢cdziinmeyen kiil ve stilfat kiilii deneyleri yapilmistir. Droglarin
teshis ve saflik kontrollerinde yararlanmak amaciyla ince tabaka kromatografisi
(I.TK.) kullanilmistir. Droglarin total alkaloit miktar tayinleri tiritmetrik bir
yontemle tayin edilmistir. Ilave olarak, drog 6rneklerinde galantamin ve likorinin
miktari, yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile tayin edilmistir. En yiliksek
likorin miktar1 Kemalpasa, Hopa, Artvin’den toplanan G. woronowii soganlarinda
bulunurken, Arhavi, Artvin’den toplanan G. woronowii soganlari ise en yiiksek
galantamin miktarini icermektedir.

Bunlara ilaveten, drog Orneklerinden hazirlanan alkaloit ekstrelerinin
asetilkolinesteraz inhibitér aktivitesi in vitro Ellman ydntemine dayali ITK ile

kombine edilen biyootografik bir deneyden yararlanilarak saptanmistir.
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ABSTRACT
QUALITY CONTROL EVALUATION of GALANTHUS WORONOWII
LOSINSK.

In this study, Galanthus woronowii Losinsk., which is a wild-growing
Galanthus species in NortheasternTurkey, has been investigated by three different
approaches.

In botanical investigations carried out on the plant, anatomical and
microscobical features, which may be used in the determination of the species and
may be included in a prospective monograph, were investigated.

In the course of the studies on the quality control determinations, assays for
humidity, total ash, acid-insoluble ash and sulphated ash were carried out for drug
specimens prepared from plants in flowering period and collected from different
localities in different times. Thin Layer Chromatography (TLC) was used for the
identification and purity control of drug specimens. The total alkaloidal contents of
the drugs were determined by a titrimetric method. Moreover, the drug specimens
were quantitatively analyzed for galanthamine and lycorine, by using High Pressure
Liquid Chromatography (HPLC). The highest content of lycorine was detected in the
bulbs of Galanthus woronowii, collected from Kemalpasa, Hopa, Artvin whereas the
bulbs of G. woronowii, collected from Arhavi, Artvin contained the highest amount
of galanthamine.

Moreover, acetylcholinesterase inhibitory activity of the alkaloidal extracts
prepared from drug specimens were determined by using TLC combined with a

bioautographic assay based on in vitro Ellman method.
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