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I. PROJENIN TURKCE VE INGILIZCE ADI VE OZETLERI
Tiirkce Adr: Sternbergia tiirleri alkaloitlerinin ve biyolojik etkilerinin aragtirilmasi

Ingilizce Ad1: The investigation of Sternbergia species alkaloids and their biological activities

OZET

Sternbergia Waldts. A Kit. Amaryllidacae familyasina ait bir cins olup, Tirkiye’de 6 tiirii
bulunmaktadir.Bu taksonlardan ikisi iilkemiz i¢in endemiktir. Sternbegia tirleri Amaryllidacae
alkaloitleri igermektedir. Amaryllidacae alkaloidlerinin biyolojik etkileri nedeniyle bitkiden izolasyonu

Onem tagimaktadir.

Yapilmasi planlanan bu calismada Sternbergia fischeriana ve S. candida bitkilerinden bu
alkaloitler kolon kromatografisi ile izole edilecek, izole edilen bilesiklerin yapilar1 spektroskopik
yontemlerle aydinlatilacak ve bu bilesikler {izerinde biyolojik aktivite (analjezik, antienflamatuar,
hepatoprotektor aktivite) testleri yapilacaktir. Ayrica yiiksek basingli sivi kromatografisi (YBSK) ile

Tiirkiye’de yetisen tiim tiirlerin kimyasal icerigi lycorin ve galanthamine agisindan karsilastirilacaktir.

II. AMAC VE KAPSAM

Uzerinde kimyasal ve biyolojik etki agisindan yeterli calisma olmayan Sternbergia fischeriana
ve S. candida bitkilerinin tasidigi alkaloitlerin izolasyonu, izole edilen bilesiklerin yapilarinin
spektroskopik yontemlerle aydinlatilmasi, bu bilesiklerin diger Sternbergia tiirlerindeki (S. lutea, S.
sicula, S. clusiana, S. colchiciflora) dagilimi ve bu bilesiklerin biyolojik etkilerinin (analjezik,

antienflamatuar, hepatoprotektif) saptanmasi projenin ana amacini olusturmaktadir.

Arastirma konusu olan Sternbergia cinsi (Davis, 1984) tasidigi Amaryllidacae alkaloitleri

acisindan onemli bir bitkidir. Bitkinin tasidig1 alkaloitlerin (likorin, galanthamin, hemantamin,



hemantidin, tazettin, hippeastrin, vittatin, galantin, krinin, krinamin, narsiklasin, sternbergin) ilging
kimyasal yapilarinin yam1 sira, onemli biyolojik etkileri (antineoplastik, antiviral, antifertiliter,
antimalaryal, analjezik, asetil kolin esteraz inhibitor, antienflamatuar v.b.) de bulunmakta ve izolasyon
calismalarinin yan sira biyolojik etki calismalar1 da giin gectikce artmaktadir (Abdalla ve ark., 1993;
Barthelmes ve ark., 2001; Evidente ve ark., 1991; Pabugguoglu ve ark., 1989; Saito ve ark., 1997).
Yapilmasi planlanan bu c¢alismada alkaloit izolasyonu i¢in iki tiir se¢ilmistir. Bu tiirlerden Sternbergia
fischeriana tizerinde eski tarihli bir ¢alisma vardir ve az sayida alkaloit izole edilmistir (Boit ve ark.,
1958 Proskurnina ve Ismailov, 1953). Diger tiir olan S. candida ise Tiirkiye’ye endemik bir tlirdiir. Bu
bitki {izerinde tarafimizdan bir ¢alisma yapilmis ve major alkaloitler izole edilmistir (Citoglu, G.,
2000). Ancak bu g¢alismada minér alkaloitlerin de izolasyonu ve yapi tayini amaglanmaktadir.
Dolayistyla bu iki bitkiden elde edilen sonuglar orijinal olacaktir ve bitkilerin biyolojik etkileri bilinen

alkaloitler i¢cinde kaynak olup olmayacagi saptanacaktir.

Bu tiirlerden izole edilecek alkaloitlerin diger 4 tiirde dagilimi da YBSK ile incelenecek

bdylece bitkilerin alkaloit agisindan kimyasal igerikleri karsilastirilmis olacaktir (Sener ve ark., 1998).

II. MATERYAL VE YONTEM
Materyal

Calisma materyali olarak kullanacagimiz bitkiler toplanarak Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Herbaryumunda (AEF) saklanmistir.

Sternbergia lutea (L.) Ker-Gawler ex Sprengel subsp. lutea

B1: Izmir: Torbali-Yenik6y mezarligi, 11.11.2004 (AEF No: 23694)
B1: Izmir: Torbali-Yenik6y Metropolis, 11.11.2004

Sternbergia lutea (L.) Ker-Gawler ex Sprengel subsp. sicula (Tineo ex Guss.) D.A. WebbCl1: C2:
Mugla: Marmaris-Bozburun Taslica koyli 110 m, 27.11.2004 (AEF No: 23695)

Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr.

C2: Mugla: Marmaris-Bozburun Taglica kéyii 110 m, 29.01.2005 (AEF No: 22913)



C6: Antakya, Yayladag, 24.04.2005 (AEF No: 23793)

Sternbergia clusiana (Ker-Gawl.) Ker-Gawl. ex Sprengel

C6: Kahramanmarag; Goksun, Cardak belediyesine bagli Ericek koyti, 20.11.2005 (AEF No: 23697)
Sternbergia candida Mathew & T. Baytop

C2: Mugla; Fethiye, Babadag, 1000-1050 m, 02.04.2006 (AEF No: 23794)

Yontem

1. Ekstraksiyon ve Izolasyon:

Sternbergia fischeriana soganlar1 toprak istii kissmdan ayrilip oda 1sisinda kurutulduktan
sonra degirmende kaba toz edildi. Kaba toz edilen 500 g sogan etanol ile hareketli maserasyona tabi
tutularak ekstre edildi. Birlestirilen ekstreler pilili stizge¢ kagidindan stiziildii. Ekstraksiyonun bitip
bitmedigi Dragendorf ve Mayer reaktifleriyle kontrol edildi. Hi¢ alkaloit kalmadigindan emin oluncaya

kadar bu isleme devam edildi.

Stiziilen ekstreler birlestirildi ve rotavaporda disiik basing altinda 50 derecede yogunlastirildi. Ekstre
%35’lik HCI ile pH 3 oluncaya kadar asitlendirildi. Sicak yardimiyla ekstrenin tamaminin ¢oziilmesi
saglandi. Bir gece sogukta bekletildi ve ¢oken recinemsi maddeler siiziilerek uzaklastirildi. Birlestirilen
asitli ¢ozeltiler kloroform ile tiiketildi. Kloroformlu kisimlar susuz sodyum siilfat ile kurutulduktan
sonra rotavaporda diisiik basing altinda 50 °C’°de kuruluga kadar yogunlastirildi. Ayirma islemlerinde

kullanilmak tizere desikat6rde saklandi (A ekstresi = 13.7538 g).

Asitli ¢ozelti, % 25°lik NH4OH c¢ozeltisi ile alkalilendirildi (pH = 8) ve yine kloroformla tiiketildi.
Birlestirilen kloroformlu ¢ozeltiler susuz sodyum siilfat ile kurutuldu. 50 °C’de alcak basingta kuruluga
kadar yogunlastirildi. Yogunlagtirma sirasinda krem renkli ¢okelek olustu. Bu ¢okelek ekstreden
ayrildi. Kloroform ile yikanarak tartildi. Kloroformlu faz ugurulup kristalizasyon yapildi ve sonugta
SF-1 kodlu bilesik elde edildi (298,2 mg). SF-1 ayrilip kloroformlu ¢6zelti yogunlastirildi ve B ekstresi
olarak saklandi (B ekstresi = 1.9712 g) (Koniikol, 1992; Citoglu, 1998).
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Sekil 1. Sternbergia fischeriana alkaloitlerinin ekstraksiyonu



Ekstraksiyon sonucu elde edilen A ve B ekstreleri 0.25 mm kalinligindaki Kieselgel 60 HF»s4 (Merck
5554) hazir plaklara uygulandi. En uygun ¢o6ziicii karisimini bulabilmek amaciyla asagidaki ¢oziicli

sistemleri denendi.

Coziicii Sistemi Oranlan
Kloroform - Metanol 90:10
Kloroform - Metanol 30:70
Kloroform - Metanol 20:80

Kloroform - Metanol + Amonyak buhar1 | 90:10

Kloroform - Metanol - NH,OH 85:14.5:0.5

En uygun ayirim kloroform - metanol - NH4OH ( 85:14.5:0.5) ¢oziicii sistemi ile saglandi. Bu sistemde
stirtiklenen plaklar kurutuldu. Plaklar UV lambasi altinda incelendiginde birden fazla lekenin oldugu
goriildi. Alkaloitlerin varligi ise Dragendorf (Munier ve Machaeboeuf tarafindan gelistirilen) reaktifi

ile saptand1 (Koniikol, 1992; Berkov ve ark., 2004).

Sternbergia fischeriana’dan elde edilen A ekstresindeki alkaloitleri izole etmek amaciyla kolon

kromatografisinden yararlanildi (Wildman ve ark., 1954; Koniikol, 1992; Citoglu, 1998).

Bu amagla kolon i¢in 150 g silika jel (0.063 - 0.200 mm, 70-230 mesh ASTM, Merck) adsorban olarak
kullanildi. Adsorban kloroform ile stispande edilerek kolona dolduruldu ve iizerinden kloform

gegirilerek sabitlendi.

Dragendorf (Munier ve Machaeboeuf tarafindan gelistirilen) Reaktifi Hazirlanisi:

A: 0.85 g bizmut subnitrat + 10 ml glasiyal asetik asit + 40 ml distile su
B: 8 g potasyum iyodiir + 20 ml distile su

Reaktif kullanilacagi zaman 5 ml A, 5 ml B, 20 ml glasiyal asetik asit ve 100 ml distile su ile
karistirilir.



A ekstresi kendi agirligi kadar (13.7538 g) silikajel karistirilarak kolona uygulandi. Asagida belirtilen

¢oziicli sistemleri ile sirasiyla eltisyon gerceklestirildi.

Agik kolon kromatografisinde kullanilan ¢oziicii sistemleri ve oranlari.

Coziicii Sistemi
1 Kloroform
2 Kloroform-Metanol (98:2)
3 Kloroform-Metanol (95:5)
4 Kloroform-Metanol (90:10)
5 Kloroform-Metanol (85:15)
6 Kloroform-Metanol (80:20)
7 Metanol

Fraksiyonlar dort saniyede bir damla akacak sekilde 25°er ml olarak toplandi. Toplanan fraksiyonlar 30
derecede algak basing altinda 2 ml’ye kadar yogunlastirilip ITK ile kontrol edildi. Benzer fraksiyonlar
birlestirildi ve numaralandirildi. Toplanan fraksiyonlarin bazilar1 {izerinde izolasyon ve saflastirma

islemleri uygulandi.

Sternbergia fischeriana’dan elde edilen A ekstresinden kolon kromotografisi ile elde edilip ITK ile
incelenen fraksiyonlardan bazilarinda birden fazla bilesigin oldugu goriildii. Benzer olanlar birlestirilip,

bilesiklerin birbirinden ayrilmasinda prep ITK dan yararlanild.

Preperatif ITK ile temizlenmek iizere segilen fraksiyonlar 0.5 c¢cm kalmlikta kaplanmis 20x20 c¢cm
boyutlarindaki Kieselgel 60 HF»s4 (Merck 5744) hazir cam plaklara kapiler yardimiyla bant seklinde
uygulandi. Kromatografi tanki i¢cinde bulunan kloroform-metanol (85:15) ¢6ziicii sisteminde siirtiklendi
ve siiriiklenme islemi tamamlandiktan sonra plak tanktan ¢ikarilip kurutuldu. Ayrilan madde/maddeler
UV lambasi altinda kontrol edilip ayrilan bilesiklerin yerleri isaretlendi. Ayrica plagin sol tarafinda 1
cm’lik serit agikta birakilip diger taraflar kapatildi ve acgikta kalan kisma reaktif (Dragendorf)
puskiirtiildi.

Boylece yerleri belli olan leke/lekeler bir spatiil yardimiyla kazindi, herbiri erlene alinip {izerine
kloroform-metanol (95:5) ilave edilip ¢alkalandi. Maddelerin ¢oziinmesi i¢in bir gece bekletildi ve
uygun filtre kagidindan (Wattman) siiziilerek maddenin adsorbandan ayrilmasi saglandi. Coziicii

yogunlastirilarak ortamdan uzaklastirildi ve madde desikatdrde kurutulup tartildi. Bu islemler sirasinda



A ekstresinden SF-1 ve SF-2 kodlu bilesikler elde edildi.

B ekstresi icerisinde yer alan alkaloitler kromatotron kullanilarak izole edilmeye ¢alisildi. Kromatotron
plagini 1 mm kalinliginda adsorbanla kaplamak i¢in 55 g Aluminyum oksit GF Gypsum (Merck 1092)
60 ml su ile siispande edildi plak tlizerine dokiildi. Bir giin oda sicakliginda adsorbanin kurumasi

beklendi. Plak hazir olunca izolasyona baslandi.

B ekstresi 50 ml kloroformda ¢oziildii. Kloroform : Metanol (9:1) ¢6ziicti sistemi kullanilarak 10’ar
ml’lik fraksiyonlara ayrildi. Fraksiyonlar ITK ile kontrol edildi. Toplanan fraksiyonlardan ayni olanlar
birlestirilerek 30 °C’de basing altinda yogunlagtirnldi. 1-4 numarali fraksiyonlar birlestirilerek
Preperatif ITK uygulandi. Preperatif ITK i¢in 0.5 cm kalinlikta kaplanmis 20x20 cm boyutlarindaki
Kieselgel 60 HF;s4 (Merck 5744) hazir cam plaklara kapiler yardimiyla bant seklinde uygulandi.
Kromatografi tanki icinde bulunan kloroform-metanol (85:15) ¢6ziicii sisteminde siiriiklendi Bu islem

sonucunda SF-3 kodlu bilesik izole edildi.

2. YBSK Calismasi I¢in Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi ve Calisma Kosullar::

10 g Sternbergia lutea subsp. lutea, Sternbergia lutea subsp. sicula, Sternbergia fischeriana,
Sternbergia clusiana, Sternbergia candida yumrular1 %]1°lik H,SO4 ¢6zeltisinde manyetik karistiric
tizerinde karistirildi. Ekstreler bir gece buzdolabinda bekletildikten sonta ertesi giin ayni islem
tekrarland1 . Bu isleme Dragendorf ve Mayer reaktifleriyle kontrol edilerek hi¢ alkaloit kalmadigindan
emin oluncaya kadar devam edildi. Ekstreler siiziildii ve balon jojede 500 ml’ye tamamlandi. Milipore
HA (0.045 mm) filtreden siiztildii. Stiziilmis ¢ozeltiden 20 pl kolona enjekte edildi. (Evidente ve ark.,
1983; Davey, 1998).

YBSK Cihazi (Software programi) Hp1100 UV dedektor

Kolon Supelcosil LC-18 column (250 x 4.6 mm i.d.,
5 um supelco, Belleforte, PA, USA)

Mobil Faz Amonyum karbonat : Aseonitril (75:25)
Akis Hizt Iml/dak.

Sicaklik 24°C

Dedektor UV,9 nm

Numune miktar1 20 ul




3. YBSK Calismasi I¢in Standart Cézeltinin Hazirlanmasi:

Ekstrede bulunan alkaloitlerden likorin ve galantaminden cesitli diliisyonlarda ¢ozeltiler hazirlamak
icin 10’ar mg likorin ve galantamin tam olarak tartildi. %1°lik H,SOj4 ¢ozeltisinde ¢oziildii ve 10 ml’ye
seyreltildi (0.025mg/ml, 0.05 mg/ml, 0.075 mg/ml, 0.1 mg/ml, 0.2 mg/ml, 0.3 mg/ml, 0.4 mg/ml). Bu
cozeltilerin analizi sonucu elde edilen veriler (konsantrasyona karsi pik alanlar1) grafige gegirildi ve
boylece likorin ve galantaminin kalibrasyon grafigi hazirlanmis oldu. En kiiglik kareler metodu

kullanilarak ekstredeki likorin ve galantamin miktar1 hesaplandi.

4. Aktivite Cahismalar:

4.1.Kimyasallar

Indomethacin, lambda-carrageenan ve silibinin Sigma’dan (Steinheim, Germany), Carbon
tetrachloride Merck’ten (KgaA, 64271 Darmstadt, Germany) ve olive oil Fluka’dan (Steinheim,
Germany) saglandi. Lambda-carrageenan serum fizyolojik (% 0.9’luk NaCl) igerisinde, indomethacin

etil alkolde, CCly ise olive oil’de ¢6ziildii.

4.2.Deney Hayvanlar::

Bu ¢alismada Balb/C fareler (25-36 gram) ve Sprague-Dawley irki (170-250 gram) erkek ve disi
cinsiyette siganlar kullanildi. Deney hayvanlar1 Yiiziincii Yil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Unitesi’nden temin edildi. Hayvanlar 12 saat 151k 12 saat karanlik ritminde 1siklandirilan,
22+2 °C’deki odalarda, ¢gesme suyu ve standart pelet yem (Van Yem Fabrikasi) ile beslendi, yem ve su
alimi serbest birakildi. Deney hayvanlar1 standart plastik kafeslerde (Degisim Ltd., Istanbul)
barindirildi. Calisma yapilmadan 6nce Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’'ndan onay alindi (Karar sayist:

2004/02-02).

4.3.Antiinflamatuvar aktivite calismasi

Winter ve ark. metodu kismen modifiye edilerek uygulandi (Winter et al, 1962). FN dozlar1 LD,

diizeyinin altinda kalacak sekilde ayarlandi ve ¢alisma gruplar1 asagidaki gibi diizenlendi:

Grup 1: Serum fizyolojik, 0.1 mL,



Grup 2: Etil alkol, 0.1 mL,

Grup 3: Indometazin (3 mg/kg) (Rimbau et al, 1999),
Grup 4: Likorin (0.5 mg/kg),

Grup 5: Likorin (1.0 mg/kg),

Grup 6: Likorin (1.5 mg/kg).

Sag arka pence, ila¢ uygulamasindan 6énce pletismometre (Ugo Basile 7140, italya) ile ol¢iildii. Ilag
uygulamasindan sonra pengenin sub-plantar bolgesine 0.05 mL lambda carrageenan c¢ozeltisi
(antiinflamatuvar madde) verildi. Lambda carrageenan uygulamasindan (¢ saat sonra pence
pletismometre ile tekrar 6lgiildii. Inflamatuvar reaksiyonun yiizde cinsinden inhibisyonu, her bir
hayvan i¢in kontrol grubuyla karsilastirilarak asagidaki formiile gore hesaplandi (Kouadio ve ark.,

2000):
%I = [(1-(dt/dc)] x 100
dt : Ilag uygulanan grubun pengesindeki hacim farki.

dc : Kontrol grubunun pengesindeki hacim farki.

4.4.Antinociceptive activity

a) Acetic acid-induced writhing test: Koster ve arkadaslarinin (Koster ve ark.,

1959)gelistirdigi metot modifiye edilerek uygulandi.

Abdominal kivranma, asetik asitin (% 6, 60 mg/kg) intraperitonal enjeksiyonu ile olusturuldu.
Hayvanlara asetik asit uygulamadan 30 dakika once sulu ekstre intraperitonal yolla verildi. Asetik asit
enjeksiyonundan 5 dakika sonra test baslatildi. Likorin 1 mg/kg dozda intraperitonal yolla uygulandi.

Calismada kullanilan bu doz Cortese ve ark. (1983)’nin metoduna gore segildi.

Kontrol grubuna ayni hacimde serum fizyolojik (SF) (0.2 ml) verildi. Bu ¢alismada kiyaslamak
amaciyla segilen asetilsalisilik asit standart1 oral olarak 300 mg/kg dozda kullanildi (Hunskaar ve ark.,
1985). Asetik asit enjeksiyonu sonrasinda 15 dakika boyunca farelerin kivranma sayilar1 gézlenip
kaydedildi. Sonuglar her grubun kivranma sayilarinin ortalamalar1 hesaplanarak degerlendirildi ve bu

sonuglar kontrol grubu ile birlikte degerlendirilerek kivranma hareketlerinin % inhibisyonu seklinde



ifade edildi (Tanker ve ark., 1996).

% Analjezik Aktivite = (n-n’)/n) x 100
n: Kontol grubun “kivranma” sayisinin ortalamasi

n’: Test grubunun “kivranma” sayisinin ortalamasi

b) Tail-flick test: Nosiseptif yamit Analjezik cevap D’ Amour ve Smith (D’ Amour ve Smith, 1941).

tarafindan tanimlanan metot kullanilarak tail-flick cihazi (LSI Letica LE 7106, Spain) ile
degerlendirildi. Tiim deneylerde farelerde iki kez 6l¢tim yapildi. Likorin uygulanmadan 30 dakika 6nce
ilk 6l¢tim yapildi. Sonraki 6l¢timler; likorin uygulandiktan sonra 30., 90. ve 150. dakikalarda yapildi.
Asetilsalisilik asit (150 mg/kg, oral yolla) ve morfin hidrokloriir (10 mg/kg, subkutan olarak) referans

standart olarak kullanildi (Parimala ve ark., 2003; Matsumoto ve ark., 2004).

. Sadece serum fizyolojik (0.2 ml, i.p.) kontrol grubu olarak verildi. Likorin 1 mg/kg dozda
intaperitonal olarak uygulandi. Istatistiksel analiz i¢in gruplardan elde edilen veriler asagidaki formiil

kullanilarak standardize edildi (Tanker ve ark., 1996).
% Analjezik Aktivite =100 x (n — ni)/ni
n: 30., 90. ve 150. dakikalarda tail-flick testi sonuclar:

ni : Ilac uygulamadan 6nce tail-flick testi sonuglari

4.5.Akut Karaciger Toksisitesi

Otuz adet sican her birinde altisar adet olacak sekilde bes ¢alisma grubuna ayrildi. Birinci gruba 0.2 mL
SF, ikinci gruba zeytin yagi 0.8 mL/kg, tiglincii gruba carbon tetrachloride (CCly) ve zeytin yagi birebir

oranda karigtirilarak 0.8 mL/kg (Handa ve Sharma, 1990), dordiincii gruba silibinin 50 mg/kg (Horvath



ve ark., 2001), besinci gruba Likorin 1.0 mg/kg dozunda ve altinc1 gruba Likorin 2.0 mg/kg dozunda
ayr1 bir enjektor icerisinde karnin sag tarafina ip yolla uygulandi. Uygulama yapilmadan 6nce tiim
ilaclar steril Whatman 0.45 pum CA w/GMF ile filtre edildi. Likorin dozu Cortese ve ark. Calismasina
gore 1 mg/kg olarak se¢ildi (Cortese ve ark., 1983). Ancak bu dozdan olumlu bir sonu¢ alamayinca ek
olarak 2 mg/kg dozu da calismaya eklendi. Son ila¢ uygulamasindan 24 saat sonra (8. giin) tim
hayvanlar servikal dislokasyonla sakrifiye edilip hi¢ beklemeden intrakardiyak girisimle kan 6rnekleri
topland1 ve siganlarin karacigerleri ¢ikarildi. Cikarilan her bir karacigerin bir kism1 %10’luk tamponlu
formalin icerisinde fikse edilirken kalan kismi saklanmak tizere derin dondurucuya konuldu. Alinan
kan orneklerinin serumu ayrilarak aspartate aminotransferaz (AST) ve alanine aminotransferaz (ALT)

diizeyleri ¢alisildi.

Sicanlar ¢aligma siiresince her giin tartilarak viicut agirliklar1 kaydedildi. Viicut agirligindaki

giinliik degisim asagidaki formiile gore 100 {izerinden standardize edildi:

Viicut agirhgi degisimi (%):= 100 X (Agirhk, - Agirhk;y) / Agirhk;

Agirlikj: birinci giin 6l¢iilen viicut agirlig.

Agirliky: 2., 3., ... 8. giin 6l¢iilen viicut agirlig.

4.6.Karaciger fonksiyonlarmin él¢iimii

Serum ALT ve AST konsantrasyonlari, Vitros D60 II cihazinda ticari slaytlar kullanilarak o6lctildii.

Olciimden nce cihazin kalibrasyonu ve kontrol ¢alismalar1 yapilds.

4.7.Karacigerin histopatolojik incelemesi

Sicanlara ait karacigerler % 10’luk tamponlu-formalin ile fikse edilip parafin bloklara gomiildii. Dort

um kalinliginda kesilerek Hematoxylin-eosin (HE) ile boyandi. Preparatlar, her 10 biiyiik biiyiitme



alaninda balon dejenerasyonu gosteren hepatosit sayist ve steatoz, hepatositlerde apoptoz ve/veya
nekroz ve kopriilesme nekrozu yoniinden iki ayri uzman tarafindan birbirinden habersiz olarak
degerlendirildi. Degerlendirmede: “(-) yok, (+) hafif derecede var, (++) orta derecede var ve (+++)
siddetli derecede var” seklinde bir derecelendirme kullanildi. Her bir ¢alisma grubunun puanlari

toplanip o gruptaki denek sayisina boliinerek hasar orani elde edildi.
4.8.istatistik analiz

Gruplara ait veriler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edildi, istatistiksel analiz tek yonli
varyans analizi (ANOVA) ile yapildi. Gruplar arasindaki farklilik, post-hoc LSD (least significant
difference) testi ile saptandi. Letal doz seviyesi probit analizi, medyan etkin dozun hesaplanmasi ise
non-lineer resresyon analizi ile yapildi. Hesaplamalar i¢in Sigmaplot 9.0 ve MS Office XP (Excel)

paket programlar1 kullanildi.

IV. ANALIZ VE BULGULAR

Kolon kromatografisi, preparatif ITK ve kromatotron yardimiyla saf olarak elde edilen alkaloitler 6nce
standart maddeler ile ITK da karsilastirildi. Her bir alkaloidin erime noktasi saptandi. ITK da tek leke
veren ve erime noktalar1 benzeyen alkaloitlerin NMR analizleri yapildi. Literatiirlerle de karsilastirilan

NMR verilerine dayanarak elde edilen alkaloitlerin yapi tayinleri yapildi.

SF-1: Likorin

SF-1 bilesigi B ekstresinin yogunlastirilmasi sirasinda krem renkli bir toz halinde elde edildi (298.2
mg). B ekstresinin kromatotron ile fraksiyonlandirilmasi sirasinda da fraksiyon 2-6°dan kristallendirildi
(439 mg). Ayica A ekstresinin fraksiyonlanmasi sirasinda fr 115-133‘den preparatif ITK ile
saflastirildi (5.12 mg). S. fischeriana soganlarindan toplam 371.71 mg (verim % 0.064) olarak elde
edilen ve metanolden kristallendirilen SF-1 bilesigini teshis etmek i¢in erime noktasi (E.N.) tayininden

ve Niikler Magnetik Rezonans’dan (‘"H-NMR) yararlanildi.

E.N. 263 - 264 °C (literatiir270 °C) (Tanker ve ark., 1996)



Tablo 1. SF-1 ve SC-1 Alkaloidinin 'H-NMR Spektral Degerleri (CD;0D, 300 MHz verileri).

H-Atom O ppm J (Hz)
H-11 6.77 s
H-8 6.64 s
OCH,O 592s
H-3 5.33 brs
H-18 4.86
H-2 a 4.76
H-7 a 4.23 14
H-7B 3.99 14
H-11¢ 3.15 10.6
H-11b 2.47 10.6
H-4 o, B 2.55
H-5a, B 2.17

SF-1 bilesiginin 'H-NMR spektrumu ve verileri incelendiginde (Cizelge 3.3. ) birer proton degerinde
6.77 ve 6.64 ppm’lerde iki aromatik protonu (H-11 ve H-8), 5.92 ppm de iki protona esdeger singlet ise
metilendioksi grubuna ait protonlar1 gosterdi. 5.33 ppm deki genislemis singlet ise yapida bir olefinik
protonun bulundugunu isaret etti. Ayrica spekturumda 10 tane de alifatik proton saptandi. Bunlardan

6’s1 3 metilen, diger 4 alifatik bolge protonu ise metin protonlarini gosterdi.

SF-1 alkaloidi i¢in elde ettigimiz "TH-NMR degerlerinin literatiirde (Amico ve ark., 1978; Ali ve ark.,
1987; Tanker ve ark., 1996) verilen verilerle de uygunluk gostermesi sonucu, bitkiden major bilesik

olarak elde ettigimiz SF-1 alkaloidi likorin olarak belirlendi.

LIKORIN

Sekil 2. Likorin’in kimyasal yapisi.



SF-2: Tazettin
SF-2 bilesigi A ekstresinin kolon kromatografisi ile fraksiyonlandirilmasi esnasinda fr 134-183°den

(11.28 mg) ayrica B ekstresinin kromatotron ile analizi sonucunda fr 6-10°dan (5.87 mg) elde edildi

(verim % 0.004).

SF-2 bilesigini teshis etmek iizere E.N. tayini ve 'H-NMR analizi yapildu.

E.N. 197 - 198 °C (literatiir 210 °C) (Citoglu, 1998)

Tablo 2. SF-2 Alkaloidinin "H-NMR Spektral Degerleri (CD;0D+DMSO, 300 MHz verileri).

H-Atom O ppm J (Hz)
H-12 6.79 s
H-9 6.67 s
H-1 6.43 dd 10.5
H-2 5.55dd 10.5
OCH,0 594 s
H-8 4.88 d 14
H-8 a 4.78 d 14
H-3 a 3.49 m
OCHj; 3.34s
H-6 B 3.18d 10.6
H-6 a 2.57d 10.6
N-CHj3; 249 s
H-4 B 220 m
H-4 o 2.18 m

SF-2 bilesiginin 'H-NMR spekturumunda birer protona kars: gelen 6.79 ve 6.67 ppm’lerde bulunan iki
aromatik protona (H-12 ve H-9), 5.94 ppm’de goriilen iki protona esdeger olan singlet ise metilendioksi
grubuna aittir. Spekturumda 6.43 ve 5.55 de goriilen iki olefinik proton H-1 ve H-2 de bulunmaktadir.
4.88 ve 4.78 de J = 14 Hz olan iki duplet ise H-8 B ve H-8 a’da olan protonlar1 belirmektedir.

Spektrumda 3’er protona esdeger olan iki singletten biri 3.34 deki metoksil, 2.49 ppm’deki singlet ise
N-CHj gruplarina aittir. Ayrica 3.18 ve 2.57 (J = 10.6 Hz) olan iki duplet ise 6. konumdaki metilen

protonlarina aittir.



Bu verilerin ve literatiirlerin (Konikol, 1992; Tanker ve ark., 1996) 1s1ginda SF-2 bilesiginin yapisi

tazettin olarak agiklanmaktadir.
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Sekil 3. Tazettin’in kimyasal yapisi.
SF-3: Galantamin
SF-3 bilesigi B ekstresinin kromatotron yardimiyla fraksiyonlandirilmasini takiben preparatif ITK ile

elde edilmistir (5.04 mg, verim % 0.001).

SF-3 bilesigini teshis etmek i¢in E.N. tayini ve '"H-NMR verilerinden yararlanilmistir.
E.N. 123-125 °C (literatiir127-128 °C) (Berkov, 2004)

Tablo 3. SF-3 Alkaloidinin "H-NMR Spektral Degerleri (CD30D+DMSO, 300 MHz verileri).

H-Atom O ppm J (Hz)
H-12 6.63d 8
H-11 6.53 8
H-4 6.02d 10.3
H-3 6.00d 10.3
H-16 4.47 brs
H-2 o 4.10 m
H-9 B 4.06d 15.2
H-9 a 3.98d 15.2
OCH3 3.72s
H-7 o 3.05m
H-7 B 295m
H-1 a 2.56 m
H-1p 245m
N-CH3 2.51s
H-6 a 1.50 m
H-6 1.47 m




SF-3 bilesiginin 'H-NMR spektrumunda birer proton degerinde 6.63 ve 6.53 ppm’lerde goriilen iki
duplet H-12 ve H-11°deki aromatik protonlara aittir. 6.02 ve 6.00 da yer alan, birer protona esdeger
olan bir duplet ve bir multiplet ise H-4 ve H-3"deki iki olefinik protonu gostermektedir. 3.72 de olan
singlet O-CHs, 2.51 ppm de bulunan singlet ise N-CHj3 protonlarina aittir. 4.06 ve 3.98 ppm’lerde

aromatik halka ile amin grubu arasinda yer alan metilen protonlar1 bulunmaktadir.

Bu verilerin ve literatiirlerin (Bastida ve ark., 1987; Herlem, 2003; Berkov, 2004; Liang, 2004) 1s181inda

SF-3 bilesiginin yapisi galantamin olarak tayin edilmistir.

CH30 12

GALANTAMIN

Sekil 4. Galantamin’in kimyasal yapisi.

YBSK ile Likorin ve Galantamin Miktar Tayini

Sternbergia fischeriana soganlarindan izole edilen alkaloitler arasinda bulunan likorin ve galantamin
miktar1 Sternbergia lutea subsp. lutea, Sternbergia lutea subsp. sicula, Sternbergia fischeriana,
Sternbergia clusiana, Sternbergia candida soganlarinda YBSK ile belirlenerek likorin ve galantaminin
grafik 1 ve 2 ‘de sirasiyla dogru denklemleri ile r* degerleri ve tablo 4’te bitki ekstrelerindeki %

miktarlar1 verilmistir.
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Tablo 4. Stenbergia tiirlerinin likorin ve galantamin igerikleri

Tiirler % Likorin % Galantamin
S. candida 0,430 0,095
S. clusiana 0,429 0.079
S. fischeriana 0,543 0.071
S. lutea ssp. lutea 1,069 0.103
S. lutea ssp. sicula 1,007 0,172
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Antiinflamatuvar aktivite testi:

Likorin’in antiinflamatuvar aktivite testine verdigi yanitlar Tablo 5°de goriilmektedir.
Likorin’in 0.5 mg/kg dozunda anlaml1 bir antiinflamatuvar aktivite gostermedigi, 1.0 mg/kg dozunda %
53.45, 1.5 mg/kg dozunda ise % 36.42 oraninda inhibisyon yaptig1 ve bu inhibisyon degerlerinin
kontrol grubuna gére anlamli oldugu (p<0.05) saptanmustir. Indometazin’in, Likorin’in her ii¢ dozuna
gore anlamli derecede daha giiclii bir antiinflamatuvar aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Buna
gore Likorin’in antiinflamatuvar etkinlige sahip oldugu, ancak bu etkinligin indometazin’den daha
zayif olarak tespit edildigi soylenebilir. Likorin’le yaptigimiz ¢alismalar sirasinda Likorin’in 6rnegin
20 mg/kg dozunda biitiin deney hayvanlarini ¢ok kisa bir siire igerisinde Sldiirdiigiinii gézledik. Bu
durumda Likorin’in ¢ok dar bir giivenlik indeksine sahip oldugu, dolayisi ile terapstik doz araliginin
oldukga smirli oldugu soylenebilir. Likorin’in 1.5 mg/kg dozunda antiinflamatuvar etkisinin diismesi,

yukarida aciklandigi gibi terapotik doz araliginin dar olmasina baglanabilir.

Tablo 5. Gruplarin penge 6demi ve % inhibisyon degerleri.

Gruplar Doz Pence 6demi (% mL) Inhibisyon (%)
Kontrol (SF) 0.1 mL 1.003+0.112 -
Kontrol (etil 0.1 mL 0.988 = 0.113 i
alkol)

Indometazin Imgkg  ab0.043 £0.023 95.70

Likorin 0.5 mgkg ¢ 0.822+0.113 18.05

Likorin 1.0 mg/kg  abced 0.467 £ 0.095 53.45

Likorin 1.5mg/kg  abc 0.638 = 0.062 36.42
F degeri / p degeri 17.203 /0.000

Likorin i¢in ED50: 0.514 mg/kg

Post-hoc LSD testi:

a: p<0.05 kontrol-grubu ile (SF) karsilastirma,

b: p<0.05 kontrol-grubu ile (etil alkol) karsilastirma,

¢: p<0.05 indometazin grubu ile karsilastirma.

d: p<0.05 Likorin (0.5 mg/kg) grubu ile karsilastirma.



Tail-flick testi:

Referans grup olarak secilen aspirin ve morfin gruplar incelendiginde; aspirin’in 30. dakikadan
itibaren analjezik etkisinin basladigi ve 150. dakikada bu etkinin daha da giiglendigi, morfin’in ise 30.
dakikadan itibaren c¢ok giiclii bir sekilde analjezik etkisini gostermeye baladigi ve 90. dakikada bu
aktivitenin maksimuma eristigi, ancak 150. dakikada analjezik aktivitenin tamamen ortadan kalktigi
goriilmektedir. Buna gore aspirin’in analjezik etkisinin 30. dakikada baslamis oldugu ve 150. dakikada
bu etkinin daha da gii¢clenmis olarak devam ettigi, morfinin ise etkisinin ¢ok giiglii bir sekilde basladigi
ancak kisa silirdigii sOylenebilir. Likorin’in ¢alismanin sadece 90. dakikasinda kontrol grubuna gore

(SF) anlamli (p<0.05) ve Aspirin’le denk bir analjezik aktivite gosterdigi Tablo 6’de goriilmektedir.

Tablo 6. Calisma gruplarinin standardize edilmis tail-flick test sonuclar:

Gruplar

Analjezik Aktivite (%)

(ortalama * standart hata ortalamasi)

30. dakika 90. dakika 150. dakika

*SF (Kontrol)

1.61 £01.61 0.11+£03.32 0.01 £05.17

Asetilsalisilik asit

131.75+£04.61 | *32.43£07.11 | *44.30 £ 04.67

Morfin (10 mg/kg)

ab 5191 +£10.57 | **74.73£12.37 | 037+ 07.39

Likorin (1.0 mg/kg)

P€11.30+02.61 | *29.97 £ 06.07 | " 07.46 + 04.47

F/p degeri

10.113/0.000 12.590/0.000 13.466/0.000

*Serum Fizyolojik

Post-hoc LSD (least significant difference) ve Dunnett testi:

a P<0.05 kontrol grubu (SF) ile karsilagtirma

b P<0.05 asetilsalisilik asit grubu ile karsilagtirma

c P<0.05 morfin grubu ile karsilastirma




Writhing testi:

Tablo 7°te kivranma testi sonuclar1 incelendiginde Likorin’in aspirine denk bir analjezik aktivite

gosterdigi (p<0.05) goriilmektedir.

Tablo 7. Asetik asit ile olusturulmus agri tizerine Likorin’in analjezik etkisi (writhing testi)(n=6)

Gruplar Abdominal Kivranma  Inhibisyon
(ortalama % standart o
hata ortalamasi) (%)
Kontrol 17.71 £ 1.41 -
Asetilsalisilik asit 19.83+0.60 44.49
Likorin (1.0 mg/kg) 6.60£299  62.73
F/p degeri 11.040/0.001

Post-Hoc LSD (least significant difference test) testi sonuglari:

a P<0.05 kontrol grubu ile karsilastirma
b P<0.05 asetilsalisilik asit grubu ile karsilastirma

Akut Karaciger Toksisitesi:
Serum ALT ve AST degerleri Tablo 8’te, karacigerin histopatolojik goriintiileri Sekil 5-7°te verilmistir.

Tablo 8. Likorin’in biyokimyasal degiskenler tizerine etkisi (Ort=SHO).

ALT AST

Uygulama (U/L) (U/L)
SF kontrol (0.2 mL) 35.3£3.5 137.3£6.1
Zeytin yagi (0.8 mL/kg) 46.8+3 .4 127.8+16.9
Silibinin (50 mg/kg) 271.0£110.5 597.5+84.5
CCl4 (0.8 mL/kg) 959.4+152.1 ™ 1931.9+303.6

Likorin (1.0 mg/kg) b 828.0+431.5 *1375.4+487.0

Likorin (2.0 mg/kg) €348.0£104.4 “1390.0+131.6

F/p degeri 5.403/0.001 9.518/0.000

n=6
Post-hoc LSD testlerine ait sonuglar:

a : p <0.05 SF kontrol grubu ile karsilastirma.



b : p <0.05 Silibinin grubu ile karsilagtirma.
c : p <0.05 CCly grubu ile karsilastirma.
d : p <0.05 Likorin 1 mg/kg grubu ile karsilastirma.

Sekil 5. CCl4 grubuna ait karaciger dokusu (HE x10).



Sekil 7. Likorin 2 mg/kg grubuna ait karaciger dokusu (HE x10).



V. Sonug¢ ve Oneriler

Yapilan bu arastirmada Tiirkiye’de 6 tiirle temsil edilen Sternbergia cinsi igerdigi alkaloitlerin
kimyasal yapisi, bu alkaloitlerin tiirlere gore dagilimi ve biyolojik etkileri yoniinden
incelenmistir. Calismanin baslangicinda Tiirkiye’nin cesitli bolgelerinde gergeklestirilen arazi
calismalar1 sonucu tiim tiirler toplanip herbaryum 6rnekleri hazirlanmis ve numaralandirilmistir.
[zolasyon c¢alismalar1 sonucu S. fischeriana’dan SF-1, SF-2, SF-3 kodlu bilesikler izole
edilmistir. S. candida’dan ise; SC-1 ve SC-2 kodlu bilesikler izole edilmistir. izole edilen bu
bilesiklerin yapilarini tayin etmek amaciyla NMR spektrumlari ¢ekilmis ve SF-1 ve SC-1 kodlu
bilesikler likorin; SF-2 ve SC-2 kodlu bilesikler tazettin; SF-3 kodlu bilesikler ise galantamin

olarak teshis edilmistir.

Izole edilen bu alkaloitlerin diger tiirlerde (S. lutea subsp. lutea, S. lutea subsp. sicula ve S.
clusiana) dagilimini saptamak amaciyla yiiksek peformans sivi  kromatografisinden
yararlanilmig; likorin ve galantamin agisindan en zengin tiirlerin S. lutea subsp. lutea ve S. lutea

subsp. sicula oldugu bulunmustur.

Bu iki alkaloidin biyolojik etkinligini saptamak amaciyla cesitli aktivite ¢alismalar1 planlanmis
olmasina ragmen, galantamin’in ¢ok az miktarda izole edilmesi dolayisiyla aktivite

calismalarinda yanlizca likorin kullanilmustir.

Likorinin pence ddemi testinde, 1 mg/kg dozda antienflamatuar etki gosterdigi ancak bu etkinin

indometazine gore diisiik oldugu saptanmistir.

Analjezik etkiyi 6lgmek amaciyla uygulanan kuyruk kaldirma testinde; 1 mg/kg dozda likorinin
calismanin 90. dakikasinda kontrol grubuna gore anlamli derecede analjezik etki gosterdigi
saptanmistir. Asetik asitle indiiklenen kivranma testinde ise likorin ayni dozda aspirine denk

analjezik etki gostermistir.

Akut karaciger toksisite ¢alismasi sonucunda ise 1 ve 2 mg/kg dozda likorinin ALT ve AST

degerlerinde diizelmeye neden oldugu bulunmustur.



Bu ¢alismanin sonucunda; Tiirkiye’de tasidigi Amaryllidaceae alkaloitlerinin kimyasal yapilari
ve biyolojik etkileri acisindan ilging bir cins olan Sternbergia tirleri tasidigi alkaloitler ve bu
alkaloitlerin biyolojik etlileri agisindan incelenmistir. Ancak bu alkaloitler bitkide ¢ok az
miktarda bulundugu igin O6zellikle min6r alkaloitlerin izolasyonu ve yapi tayini zorluk
yaratmaktadir. Bu agidan bakildiginda minér alkaloitlerin izolasyonunu gergeklestirmek ve
biyolojik etki acisindan yeterli miktarda elde etmek daha fazla c¢oziicii ve kimyasal
gerektirmektedir. Bu amagla planlanacak daha kapsamli bir proje bu alkaloitlerin kimyasal

yapisina ve biyolojik etkilerine daha detayli 151k tutacaktir.
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VII. Ekler
a) Mali Bilango ve Agiklamalari

b) Makine ve Techizatin Konumu ve ilerideki Kullanimina Dair A¢iklamalar (BAP
Demirbas numaralari dahil )

c¢) Teknik ve Bilimsel Ayrintilar (varsa Kesim I1I'de yer almayan analiz ayrintilari)
d) Sunumlar (bildiriler ve teknik raporlar)

e) Yayinlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler

NOT :Verilen_kesin rapor 2 niisha olarak ciltsiz sekilde verilecek, kesin rapor
Komisyon onayindan sonra ciltlenerek bir kopyasinin yer aldig1 CD veya disket ile
verilecektir.



