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I.GIRIS VE AMAC



s

Bir kiiltiir bitkisi olan Papaver somniferum (Hashas) Anadolu’da Hititler
doneminden beri yetistirilmekte ve ilag olarak kullanilmaktadir. Bu tiir iizerindeki ilk
kimyasal arastirmalar 1805 yilinda Alman eczact F.W.A Sertiirner’in (1783-1841)
afyondan ilk kristalize alkaloit olan morfini izole etmesiyle baglamistir. Bu tiiriin diger
etkili alkaloitleri olan kodein, noskapin (narkotin) ve papaverin giiniimiizde de tedavi
degerini koruyan onemli bitkisel ilag maddeleri arasmda yer almaktadir. Morfin
Papaver somniferum bitkisinin ana alkaloiti olup en etkili agr1 kesicilerin baginda gelir.
Ancak agr kesici etkisinin yaninda bagimlhilik yapma 6zelliginin olmast morfinin ve
Papaver  somniferum  bitkisinden hazirlanan  preparatlarm  kullanimimi - gok
sinirlamaktadir. Nitekim yurdumuzda da bu bitkinin 1972-1974 yillarinda ekimi
yasaklanmustir. Ancak daha sonra bitkinin kapsiillerinin gizilerek afyon elde edilmemesi
kosuluyla tekrar ekimine baglanmugtir. Morfin ve morfin tastyan tiirlerin iiretimine
yonelik devamli siiren baskilar bu alkaloidi tasimayan ancak gok daha fazla kullanim
alan1 olan kodein ve yar1 sentez ile kodein hazirlanmasinda yararlanilan tebain
alkaloidini tagtyan tiirlerin aragtinlmasinin 6nemini ve gerekliligini ortaya koymustur.
Yurdumuzda da kirk kadar yabani Papaver tiiriiniin yetistiginin kayitli olmast ve bu
tiirlerin alkaloitleri bakimindan aragtirilmamis olmas: nedeniyle 70°li yillardan itibaren
Anabilim dalimizda bu konuda ¢aligmalara baglanmistir. Bugiine dek yapilan
caligmalarda morfin tasimayip sadece kodein tagiyan tiir bulunamamus ancak tebain ana

alkaloit olarak tagiyan tiirlerin varlig1 saptanmugtir (11, 26, 31, 32, 33, 44).



Bu aragtirmalarda ilag hammaddesi kaynagi olarak yararlanilabilecek tiirlerin
ortaya konmasina g¢alisilirken Papaver tiirtiniin kemotaksonomisi bakimindan biiyiik
6nem tasiyan yeni alkaloitler elde edilmis ve bazi tiirlerin degisik kimyasal irklarinin
bulundugu saptanmustir. Bugiine dek yapilan ¢alismalarin biiyiik boliimii 6zellikle gok
yillik Papaver tiirleri izerinde olmus, tek yillik tiirlerden sadece P. rhoeas, P. lacerum,
P. commutatum subsp. euxinum ve P. rhopalothece galisilmistir (1, 21, 39). Bu sonuncu
tiiriin tedavi degeri yiiksek olan narkotin alkaloidi bakimindan zengin oldugu ortaya

konmustur (21).

Rhoeadium seksiyonundaki tiirlerden Papaver dubium , Papaver rhoeas’dan
sonra en fazla yayilis gosterenlerden biri olup en son yapilan modern taksonomik
caligmada da Tiirkiye’de alt tiirlerin oldugu bildirilmektedir (20). Bu alt tiirlerden
Papaver dubium subsp. laevigatum daha once iizerinde ¢alisilan Papaver lacerum tiirii
ile sinonim olarak kabul edilmektedir (20).

Bu ¢alismanin konusunu olusturan ve Bolu-Gerede’den toplanan Papaver dubium
tiirliniin bir alt tiirii olan subsp. laevigatum’un daha once iizerinde galisilan, Kayseri ve
Denizli (Honaz Dagy) civarindan toplanan Papaver lacerum drekleriyle bazi botanik
farkliliklar gdsterdigi saptanmustir. Bunun iizerine bu bitkilerin alkaloitleri bakimindan
da farklilik gosterip gdstermediginin ortaya konmasmmn gerekli oldugu goriisiinden

hareket edilerek bu ¢aligmanin yapilmasimna karar verilmistir.
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PAPAVERACEAE FAMILYASI

Papaveraceae familyasinda Kuzey Yarikiire’ninn 1liman ve subtropik bolgelerinde
yetisen, otsu, tek veya ¢ok yillik bitkiler bulunur. Cogunlukla beyaz veya renkli bir
lateks tagirlar. Yapraklar alternan diziligli, tam veya derin pargali, genellikle tiiyliidiir.
Cigekler tek, hermafrodit ve aktinomorf; sepal 2-3 tane, ekseriya diisiiciidiir. Korolla 2
sira tizerine dizilmig 4-6 petalden olugur, petaller tomurcuktayken buruguktur. Stamen 4
veya daha ¢ok sayida, birkag sira {izerine dizilmis; ovaryum hipogin, 2-¢ok karpelden
yapilmug, sinkarp, tek gozlii, ¢ok oviilliidiir. Plasentasyon parietaldir. Stilus ¢ok kisa,
stigma pargalar1 karpel sayisina esittir. Genel ¢igek formiilii a. K3 Cz12 Aw G2).

Meyva delik veya yarikla agilan porisit kapsiil tipinde, nadiren kapalidir. Baz1
genuslarda meyva silikva gibidir, ancak arada perde yoktur. Yurdumuzda 7 cins ve 76
tiir yetisir (2,45).

PAPAVER CINSI

Biitiin Akdeniz Bolgesinde yetisen bu Papaver cinsinin Anadolu’da 39 kadar tiirii
bulunur (7). Boyu 50-150 cm kadar olan, tek veya ¢ok yillik bitkilerdir. Gévde ve
yaprak mumlu gibidir. Yapraklar lanseolat, sapsiz ve ampleksikaul, 10-15 cm kadardir;
kenarlann digli veya pargalidir. Cigek sapi biraz tiiyliidiir, ¢igekler tek tek bulunur.
Sepaller kadiiktiir, petal rengi tiir ve varyeteye gére degisir. Stamenler ¢ok sayidadir.
Ovaryum ¢ok bolmelidir, fakat bolmeler merkeze kadar ulagmaz; plasentalanma
parietaldir. Stilus yoktur, stigma ise karpel sayis1 kadar ve yildiz seklinde 1gmsal kollu,
yasi bir tabla veya disk bi¢imindedir. Kapsiil tipi meyva ¢ogunlukla delik (veya valv) ile
agilir, delikler yildiz seklinde diskin hemen altindadir (2,45).



Tiirkiye Papaver tiirleri bakimindan oldukga zengin sayilir. Boissier’nin Flora
Orientalis’inde 11’1 gok yillik, 12°si tek yillik olmak iizere Tiirkiye’de 23 Papaver
tiirliniin yetigtigi kayitlidir (5,6). Daha sonra 1905’de Fedde’nin yaptifi Papaveraceae
monografisinde Tiirkiye’de 21 gok yillik ve 17 tek yillik Papaver tiiriintin bulundugu
bildirilmektedir (12). Davis’e ait Flora of Turkey’de 39 Papaver tiirii (19 tek yillik, 20
cok yullik) 2 alt tiir ve 7 varyetesi ile kayithidir (7,8).

Sistematik yonden ¢ok yillik tiirler 3 seksiyon, tek yillik tirler ise 4 seksiyon
altinda toplanir (3, 7, 8):

gT tikiye’nin tek yillik Papaver tiirlerini i¢ine alan seksiyonlar:

Sect. Papaver L. (Syn. Sect. Mecones Bernh.)

Sect. Carinatae Fedde

Sect Rhoeades Bernh. (Syn. Sect. Orthorhoeades Fedde)

Sect. Argemonidium Spach (Syn. Sect. Argemonorhoeades Fedde)

el

T tirkiye’nin ¢ok yillik Papaver tiirlerini i¢ine alan seksiyonlar:

1. Sect. Oxytona Bernh. (Syn. Sect. Macrantha Elk.)
2. Sect. Pilosa Prantl.
3. Sect. Miltantha Bernh.



Bu tezin konusunu olusturan Papaver dubium subsp. laevigatum tiirii Rhoeades
Bernh. seksiyonu iginde yer alir. Bu seksiyon i¢inde yer alan bitkiler Davis’e ve bu
seksiyon iizerinde en son revizyonu yapan Kadereit’s gore farklilik g6stermektedir (8,

20).

Rhoeades Bernh. Seksiyonu (3):

Tek yillik otsu bitkilerdir. Gévde yapraklar1 ampleksikaul degil, bitki genellikle

belirgin sekilde setali. Filamentler ipliksi, kapsula ¢iplak. Stigma 1ginlart karinat degil,
1sinlar arasindaki agilar az derin, stigma tablasi olgunlukta kalici.

P.H.Davis’e gére Rhoeades Bernh. seksivonunda ver alan tiirler (7.8):
Sect. Papaver (Syn: Sect. Orthorhoeades Fedde)

P. rhoeas L. (Syn: P. strigosum (B6nn))

P. lacerum Popov (Syn: P. laevigatum auct. non Bieb.)

P. commutatum Fisch. & Mey.

P. postii Fedde

P. syriacum Boiss. & Blanche

P. rhopalothece Stapf

P. dubium L. (Syn: P. laevigatum Bieb., P. apicigemmatum Fedde)
P. arenarium Bieb.

P. stylatum Boiss. & Bal.

P. clavatum Boiss. & Hausskn.



J.W. Kadereit’e gire Rhoeadium Spach seksiyonunda yer alan tiirler (20):

Sect. Rhoeadium Spach (Syn: Sect. Rhoeades Bernh., Sect. Orthorhoeades Fedde)

1989 yilinda Kadereit tarafindan Rhoeadium Spach olarak isimlendirilen bu
seksiyon tizerinde yapilan modern taksonomik galigmaya gore seksiyonda 16 tiir, 7 alt
tiir ve 4 varyete oldugu kabul edilmigtir. Bunlardan Tiirkiye’de yetisenlerin listesi
asagida verilmigtir:

P. arachnoideum Kadereit
P. arenarium M. Bieb.
P. clavatum Boiss. & Hausskn. ex Boiss.
P. commutatum Fischer & C. Meyer
subsp. euxinum Kadereit
P. dubium L.
subsp. laevigatum (M. Bieb.) Kadereit
subsp. lecogii (Lamotte) Syme
var. lecoqii
var. albiflorum Besser
P. guerlekense Stapf (Syn.: P. rhopalothece Stapf')
P. purpureomarginatum Kadereit
P. rhoeas L.
var. rhoeas
var. strigosum Boenn.

P. stylatum Boiss. & Bal. ex Boiss.

Kadereit Papaver dubium’um bes alt tiirti ve iki varyetesi oldugunu
belirtmektedir. Ancak Davis’in florasinda bSyle bir siniflandirma yapilmamugtir ve bu
florada yer alan Papaver lacerum tiirii Kadereit’in revizyonunda Papaver dubium
subsp. laevigatum alt tiiriiniin sinonimi olarak ge¢mektedir. Bu gruptaki bitkiler

iizerinde ¢alismalarimiz devam edecektir.



Papaver dubium L. (7) :

Tek yillik bitkiler. Bitki 25-80 cm boyunda, tek veya birkag govdeli, cogunlukla
dik veya yayik yiikselici. Bitki tabandan itibaren yayik setali. Yapraklar pinnatisekt,
taban yapraklari sapli, gévde yapraklari genellikle sapsiz. Pedunkul yatik sik setali.
Petaller 2-4 cm, soluk kirmizi renkte, nadiren beyaz veya pembe renkli, tabanda siyah
lekeli, leke bazen oldukga kiigiik, bazen eksik. Kapsiil ¢iplak, ovoid-oblong, damarlar
belirgin, dar uzun tabanli, uzun/genislik oran1 3-7:1.

Ciceklenme zaman1  : 4. ve 6. aylar.

Yetistigi ortamlar : Yol ve tarla kenari, ¢ayirlik yerler, killi ve kirecli
yamaglar, 1000 m’ye kadar

Tiirkiye’deki yayilist  : Kuzey, Orta, Dogu, Bat1 ve Gliney Anadolu ve Trakya

Genel yayilig1 : Tiirkiye, Avrupa, Asya ve Kuzey Afrika

Incelenen &rekler: A2(E) Istanbul: Hadimk&y, C2 Denizli: Honaz dagi, A1(A)
Balikesir, B1 Izmir: Torbali, A4 Kastamonu: Kastamonu Daday yolu

Papaver dubium subsp. laevigatum (M. Bieb.) Kadereit (20) :

Syn: P. laevigatum M. Bieb.
P. rhodopeum Velen.
P. lacerum Popov

P. moeoticum Klokov

Bitki ¢ogunlukla diizensiz tiiy Ortiisiine sahip ve puslu yesil renkte. Alt yapraklar
kama bi¢iminden yuvarlaga kadar degisen tabanli, sapsiz; loplar yukariya doniik, dar,
testere digliden diiz kenarliya kadar degisir, ¢ogunlukla dalgali, list ylizey genellikle
¢iplak. Petaller kiigiikten biiylige kadar degisen boyutta taban noktali, genellikle dar
kirmizi kenarli, petaller nadir olarak siyah kenarli; anterler bazen tepeden ekli.



Ciceklenme zamani : 4. ve7. aylar

Yetistigi yerler :  Tarla kenarlarindaki ve agik bitki 6rtiistindeki kalker
kayalarin {izerinde '

Tiirkiye’deki yayilis1 : Kuzey, Orta, Dogu, Bat1 ve Giiney Anadolu ve Trakya

Genel yayilis1 : Tiirkiye, Avrupa (Yunanistan, Bulgaritan), Asya (Rusya)

Incelenen ornekler: A2(A) Kocaeli: Golcik, A3 Bolu: Kibriscik, C1 Bodrum:
Yalikavak, A5 Kastamonu: Tosya, A7 Giimiishane: Torul
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sulax 2, d: stigma tablasi x 2

b: stamen x 2, ¢: kap

Sekil I: P. dubium L. (3) '

a: genel goriinis x %,



Sekil II: P. lacerum Popov (3)
a: genel goriinlig x 1/2, b: stamen x 2, c: kapsulax 2, d: stigma tablasi x 2
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1. TEORIK BOLUM

Papaveraceae taksonomik gruplar1 bakimindan iyi bilinen ve spesifik isokinolin
alkaloitleri bakimindan zengin olan bir familyadir. Giris bélimiinde de bildirdigimiz
‘gibi bu alkaloitlerden bazilar1 tedavide 6nemli yer tutar ve digerleri de bu baglamda
{imit verici alkaloitler olarak g6z Oniinde bulundurulmaktadir. Bu sebepten dolay:
geemigste ve Szellikle giintimiizde Papaveraceae familyasina ait alkaloitlerin yogun bir
sekilde galigilmasi tesadiif degildir.

Papaveraceae familyasinda yaygm olarak bulunan alkaloitler protoberberin,
benzofenantridin ve protopin gruplarinda yer alir. Bu gruplarda polar olan katerner
alkaloitlere sik olarak rastlanmaktadir ve bu alkaloitler bir ¢ok Papaveraceae
bitkisinden majdr alkaloit olarak izole edilmigtir (28).

Papaver dubium subsp. laevigatum (M.Bieb.) Kadereit tlirli Rhoeadium seksiyonu
icinde yer alir. Bu seksiyondaki tiirlerin major alkaloitleri gogunlukla rhoeadin ve
protopin grubundandir, ayrica aporfin grubuna ait alkaloitler de major alkaloit olarak
elde edilmistir (28). Bu alkaloitlerin varligi Rhoeadium seksiyonu igin karakteristik
olarak tammlanabilir. Papaver dubium L. ise tagidigt alkaloitler agisindan degisiklik
gosteren bir bitkidir. Rhoeadin, proaporfin, aporfin ve protoberberin gruplarindan
degisik alkaloitleri tagidig1 kayithidir. Ornegin Papaver dubim L. var. lecogii (Lamotte)
Fedde bitkisinde bazi aragtirmacilar major alkaloit olarak berberin elde etmisken,
bazilar1 rhoeadin ve isorhoeadin elde etmigtir ve berberine de minér alkaloit olarak
rastlammglardir (28). Bu ayricalifin detayli olarak incelenmesi i¢in Papaver dubium L.
ve alt tiirlerinden bugiine kadar elde edilmis olan alkaloitler Tablo I’de dzetlenmisgtir.
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2. DENEYSEL BOLUM

A. MATERYAL
Papaver dubium subsp. laevigatum (M. Bieb.) Kadereit tiiriine ait materyal (ISTE NO :
74231), 1.7.1997 tarihinde Bolu- Gerede yolundan toplandi.

B. GENEL METODLAR
Materyal oda 1sisinda kurutuldu ve orta incelikte toz edildi.

1- Fitokimyasal On Denemeler

5g kaba toz edilmis materyal iizerine 100 ml sicak su konuldu ve karigim 5 dakika
sicak su banyosunda tutuldu. Soguduktan sonra pamuktan siiziildii. Bu infiizyonda

alkaloit, flavon, antrasen, saponin ve tanen tiirevleri arand1.

a) Flavon tiirevlerinin aranmasi: 5 ml infiizyon {izerine 5 ml klorhidrik asitli etanol
(Shibata belirteci= 1k klorhidrik asit, 1k su, 1k etanol) ve biraz magnezyum talag: ilave
edildi. Pembe, turuncu veya mor bir rengin meydana gelip gelmedigi gézlendi.

b) Antrasen tiirevlerinin aranmasi: 10 ml inflizyon iizerine 5 damla derisik stilflirik
asit konuldu. Karigim 15 dakika sicak su banyosunda tutulup, glikozitler hidrolize
edildi. Karigim soguduktan sonra 5 ml benzen ile ¢alkalandi. Benzenli tabaka bir pipetle
diger bir tiibe aktarildi ve iizerine 3 ml %10’luk amonyak ¢ozeltisi ilave edildi. Kirmizi
bir rengin meydana gelip gelmedigi gézlendi. )



¢) Saponin aranmasi: 10 ml inflizyon bir deney tiibiine kondu. Tiip bag parmak ile
sikica kapatildiktan sonra yatay olarak 30 sn kuvvetle galkalandi ve dinlenmeye
birakildi. 15 dakika sonra tlipte en az 1 cm yiikseklikte kalic: bir képiigiin olugup
olugmadig gbzlendi.

d) Tanen bilesiklerinin aranmasi: 10 ml inflizyon iizerine 2 ml tuzlu jelatin ¢dzeltisi
(sodyum kloriir ile doyurulmug %1°lik jelatin ¢ozeltisi) ilave edildi. Krem renkli bir
cokelegin olusup olugmadig1 gézlendi.

Gallik ve kategik tanenin ayrilmasi: 5 ml infiizyon iizerine 3 damla %5’lik FeClj
cozeltisi ilave edildi. Mavi siyah (gallik tanen) veya esmer zeytin yesili (kategik tanen)
rengin olusup olugsmadif gézlendi.

¢) Alkaloit aranmasi: 5 ml inflizyon {izerine 3 ml %3’liikk HSO4+ 3 damla Mayer
reaktifi konur. Siit rengi ¢okelek numunede alkaloit bulundugunu gésterir.

2- Miktar Tayini Yontemleri

a) Su miktar tayini: Etiivde 1sitilarak sabit vezne getirilmig bir cam tart1 kabi
icine 1g kaba toz halde drog konulup tam olarak tartildi. 2 saat 100-105 derecelik
etiivde kurutuldu ve bir desikatérde soguduktan sonra tartildi.

b) Kiil miktar tayini: Sabit agirlifa getirilmis bir porselen krozede 1g drog tam
olarak tartiidi. Once algak 1s1da sonra 800 °C’yi gegmeyen bir 1sida yarim saat yakildi.
Desikattrde sogutulup, tartildi.



3- Alkaloitlerin Tiiketilmesi ve Ayrilmasi

a) Tersiyer Alkaloitlerin Tiiketilmesi ve Ayrilmasi

Toz edilmis materyal oda 1s1sinda, etanol ile tikketme sivis1 Dragendorff belirtecine karst
pozitif reaksiyon vermeyinceye kadar perkolatérde tiiketildi. Etanollii kisimlar algak
baskida surup kivarmina kadar yogunlastirildi. Bakiye %3’liikk hidroklorik asit ¢ozeltisi
ile alindi1. Klorofil, yag, vb. maddelerin uzaklagtirilmasi i¢in 6nce petrol eteri daha sonra
dietil eter ile tiiketildi. Asitli kisim %10’luk amonyak ¢ozeltisi ile kalevilendirildi ve
kloroform ile Dragendorff belirtecine karsi pozitif reaksiyon vermeyinceye kadar
tiikketildi. Kloroformlu kisimlar birlestirildi, susuz sodyum siilfat ile suyu alind, siiziildii
ve algak baskida kuruluga kadar ugurularak tersiyer alkaloitler elde edildi.

b) Katerner Alkaloitlerin Tiiketilmesi ve Ayrilmasi
Kloroform ile tiikketmeden geriye kalan sulu kismin pH’s1 diliie hidroklorik asit ¢ézeltisi
ile 6-7’ye ayarlandi, hacminin %’ oraminda potasyum iyodiiriin sudaki doymus
¢ozeltisi ilave edildi. Kloroform ile tiiketildi. Susuz sodyum siilfat ile suyu alindi,
stiziildii, algak baskida kuruluga kadar ugurularak katerner alkaloit ekstresi elde edildi.

4- Kromatografik Yontemler

a)ince Tabaka Kromatografisi
Silikajel
Laboratuvarda hazirlanan ve hazir alinan plaklar kullanilds.

Plaklarin Hazirlanmasi: 30g silikajel (Kieselgel G nach Stahl-Merck) ve 60 ml
distile su ile hazirlanan siispansiyon, 20x20 boyutlarindaki 5 adet cam plaga 0.25 mm
kalinliginda Desega plak yayicisi ile yayildi. 12 saat laboratuvar 1sisinda kurutulduktan
sonra 1 saat 100-105 C’lik etiivde aktive edildi.

Hazr plak: DC Alufolien Kieselgel 60 F2s4, 0.2 mm (Merck-5554)



Silikajel adsorban ile kullanilan ¢éziicii sisteleri :

Coziict Sistemi

Kloroform:Metanol (8:2)
Kloroform:Metanol (9:1)

Toluen:Metanol (9:1)
Kloroform:Metanol:Amonyak (8:2:0.03)
Siklohekzan:Kloroform:Dietilamin (7:2:1)
Kloroform:Etilasetat:Metanol (2:2:1)
Siklohekzan:Dietilamin (9:1)
Benzen:Aseton:Metanol (7:2:1)
Toluen:Aseton:Etanol:Amonyak (45:45:7:3)
Kloroform:Benzen:Metanol (4:551)
Benzen:Etanol:Amonyak (8:2:0.03)

EEEFEEREEERE

Coziiziiciiler, kaplanan plaklarda, laboratuvar isisinda, 15-17 cm yiikseltildi.
Alkaloitler ya kloroformdaki veya kloroformda ¢6ziinmiiyorsa metanoldaki ¢ézeltileri
halinde plaklara tatbik edildi.

Belirtegler :

Dragendorff Belirteci

Cozelti A : 0.85 g bazik bismut nitratin 10 ml asetik asit ve 40 ml sudaki ¢6zeltisi
(Cozelti B : 8 g potasyum iyodiiriin 20 ml sudaki ¢ozeltisi

Stok Cozelti : A ve B ¢ozeltilerinden egit hacimde alinarak karigtirildi.

Kromatogramdaki alkaloit lekelerini belirlemek igin 10 ml stok ¢dzelti, 20 ml
glasiyal asetik asit ve 100 ml distile su ile karigtirilip plaklara piiskiirtiildii.
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b) Preparatif ince Tabaka Kromatografisi
Adsorban olarak silikajel kullanildi.

Plaklarin Hazirlanmasi : 45 g Kieselgel HF2s4 (Merck) 110 ml distile su ile
siispansiyon haline getirilerek 20x20 cm boyutlarindaki 5 adet cam plaga 0.5-1.0 mm
kalinhiginda yayildi. Plaklar 12 saat oda isisinda kurutuldu ve 105 C’lik etiivde 1 saat
aktive edildi.

Coziici olarak ince tabaka kromatografisinde en iyi sonu¢ alinan sistemler
kullanildi. Siirliklenme iglemi tamamlandiktan sonra plak kurutuldu ve gerektiginde
ayn: sistemde bir kere daha develope edildi. Olugan bantlar UV 151k altinda incelendi.
Bantlarin yerlerinin tam olarak belirlenememesi halinde, plagin boyuna ¢ok ince bir
serit halinde Dragendorff belirteci piiskiirtiildii. Bantlar plaktan kazindiktan sonra,
adsorbanin miktarina gore Pasteur pipetlerinden veya 0.5-2.0 cm ¢apinda siitunlardan
kloroform : metanol karigiminin deZisen oranlar ile eliie edildi. Eliiatlar, filtre
kagidindan siiziildi, algak baskida kuruluga kadar distillendi, uygun bir ¢oziicii veya
¢oziicii karisiminda ¢oziildi, tekrar siiziilerek kristallenmeye brrakildi.

¢) Siitun Kromatografisi

Silikajel Siitun
Adsorban olarak Kieselgel 60, Korngrébe 0.063-0.200 mm (70-230 mesh ASTM-
Merck) kullanild.

Siitunun Hazirlanmasi: Adsorban ¢oziicii sistemi ile karigtirilarak siispansiyon
haline getirildi. Bu siispansiyon, altina pamuk konmus ve iginde 2 cm yiiksekliginde
¢oziicii bulunan bir stituna iginde hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilerek dokiildii.
Siispansiyonun siituna aktarilmasi sirasinda, siitunun muslugu esit araliklarla damlar
durumda tutuldu ve adsorbanin yerlesmesi i¢in bir miiddet bu konumda bekletildi.

Stitundan alman fraksiyonlar ITK ile incelendi. Aym alkaloit veya alkaloit
karigimini igeren fraksiyonlar birlestirildi, algak baskida kuruluga kadar distile edildi.
Karigim halinde olan fraksiyonlar preparatif ITK yapilarak saflagtirildi.
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5- Spektroskopik Metodlar

a) UV : Shimadzu UV-2100s, Shimadzu UV-1601 ve Jasco UV-530 spectrometer
aletleri kullanildi. Spektrumlar, 1 cm’lik kuvartz kiivetler kullanilarak maddenin
metanolde hazirlanmig ¢ozeltisi ile alindi. Fenolik alkaloitlerin spektrumlan bir kiivet
dolusu ¢dzeltiye 2 damla 0.1N NaOH ¢ozeltisi ilave edilerek spektrum tekrar alindu.

b) IR : Spektrumlar Perkin-Elmer 1600 series FTIR aletlerinde alindi. Maddeler
spektroskopik KBr ile karistirllip tablet haline getirildi veya kloroformda ¢oziilerek

spektrum alind1.

c) 'H.NMR : Bruker FT 200 mHz aleti kullaniids. Coziicli olarak CDCl;, TFA ve
DMSO, ig standart olarak TMS kullanildi.

d) KUTLE : Spektrumlar, AEI MS-902 ve FAB-902 modeli alet ile alindu.
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3. BULGULAR

1. Fitokimyasal On Deneme Sonuclart
Gélgede kurutulan materyal toz edildikten sonra genel metodlar kisminda bahsedilen

fitokimyasal 6n deneme sonuglar1 agagidaki tabloda dzetlenmistir.

Etken Madde Grubu Fitokimyasal On Deneme Sonuglar:
Flavon Tiirevleri +
Antrasen Tiirevleri -
Saponin Tiirevleri -
Tanen -
Alkaloit +

Buna gore metaryalin toprak {istii kisimlarinin flavon ve alkaloit tagidig: saptanmugtir.

2. Miktar Tayini Sonuclar
Genel metodlar kisminda bahsedildigi sekilde ¢aligilarak bulunan kiil ve su miktar tayini

sonuglar1 agagida verilmistir.

Miktar Tayini Sonug¢
Su %2.96
Kiil %12.79
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Papaver dubium subsp. laevigatum Tiiriiniin Alkaloitleri

a) Alkaloitlerin Tiiketilmesi

1997 yilinin Haziran ayinda Bolu- Gerede’den toplanan materyalin toprak tistii kisimlar1
orta incelikte toz edildi ve genel metodlar béliimiinde anlatildif: sekilde tiiketilip tersiyer
alkaloit ekstresi elde edildi.

Caligilan materyalden elde edilen ekstrelerin verim hesabi agagida verilmigtir:

Total alkaloit ekstre miktar1 (g)
Materyal miktan (g) | Katerner ekstre | Tersiyer ekstre | % Verim

6g % 0.260
0.8380g % 0.036

2300 g

b) Tersiyer Alkaloitlerin Ayrilmasi ve Saflagtirilmasi

5.4 g ekstre kloroformda ¢6ziildii ve 10 g silikajel ile karigtirilarak 250 g Kieselgel 60
(korngrosse) 0.063- 0.2 mm (Merck) ile hazirlanmig 3.5 cm ¢apimndaki siituna dokiildii.
Alkaloitlerin eliisyonu i¢in ¢6ziicii sistemi olarak siitundan dnce kloroform, sonra kloroform:
metanol (9:1) ve kloroform:metanol (8:2) gegirildi. Son olarak siitun metanol gegirilerek
yikand1 ve kromatografiye son verildi. 10°ar ml’lik tiiplerde toplam 290 fraksiyon alind. ince

tabaka kromatografisi ile incelendikten sonra benzer fraksiyonlar birlegtirildi.
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Alinan fraksiyolarin miktar1 ve hangi ¢6ziicii sistemi ile alindiklar1 agagida verilmigtir:

Fraksiyon no |Miktari (g) |Coziicii sistemi
1-5 0.008 I
6-12 0.015 I
13-23 0.012 I
24-35 0.011 I
36-41 0.009 I
42-44 0.053 I
45-48 0.054 I
49-52 0.075 I
53-58 10.058 I
59-61 0.079 I
62-78 0.110 I
79-98 0.195 I
99-118 0.230 o
119-126 0.086 I
127-130 0.024 I
131-138 0.046 I
139-150 0.049 II
151-158 0.035 I
159-178 0.048 I
179-198 0.045 it
199-218 0.054 il
219-228 0.065 I
229-238 0.059 I
239-245 0.032 I
246-258 0.075 I
259-290 0.082 1

Kloroform : I, Kloroform:Metanol (9:1) : II, Kloroform:Metanol (8:2) : IIT



Uzerinde ¢alisilan fraksiyonlar, bu fraksiyonlardan hangi alkaloitin elde edildigi ve
miktarlari agagidaki tabloda belirtilmektedir:

Fraksiyon no Alkaloit Miktar1 (g)
42-44 Isocorydine 0.007
(45-48)A )
(45-48)B Corydine 0.005
62-78 | Berberine 0.535
79-98
99-118
(219-228)A Thalifendine 0.015
(179-198)A
(199-218)A




Bitkide maj6r olarak bulunan katerner yapidaki berberin ve mindr alkaloit olarak
bulunan katerner yapidaki thalifendine tersiyer ekstreden elde edilmigtir. Katerner alkaloit
ekstresi ayrica galigilmanmustir. Tersiyer ve katerner alkaloit ekstrelerinin ve elde edilen

alkaloitlerin ince tabaka kromatografisi agagidadur.

00
0

a bcde f

Sekil H1: Papaver dubium subsp. laevigatum tiiriiniin tersiyer ve katerner alkaloit

ekstrelerinin ve izole edilen alkaloitlerin ince tabaka kromatografisi.

Adsorban: Silikajel
Coziicii sistemi: Kloroform:Metanol (8:2)

a- Tersiyer ekstre
b- Katerner ekstre
c- Berberin

d- Thalifendine

e- Isocorydine

f-

Corydine



PROTOBERBERIN GRUBU

Protoberberin grubu alkaloitler bitkilerde tirozinden
hareketle meydana gelir. Bir ¢ok izokinolein tiirevi
alkaloidin baglangig maddesini olusturan bu grup,
tetrahidroprotoberberinler ve kuaterner protoberberinler
olmak fizere iki alt gruba ayrilir. Oksijenli gruplar C-2,3
ve C-9,10 ya da C-2,3 ve C-10-11"dedir. Baz tiirevlerde ’
C-1’e hidroksil ya da metoksil grubu; C-13’de ise metil
ya da alkol grubu bulunabilir (40).

BERBERINE*
Silikajel siitundan sar1 renkli kristaller halinde 62-78, 79-98, 99-118 no’lu
fraksiyonlardan elde edilen alkaloidin sahit berberin ile denenen tiim sistemlerde aynt Rf de

leke verdigi ve IR spektrumunun berberinden farkli olmadig goriildii.
Rf degerleri: Tablo 2

UV spektrumu: Spektrum I
AMOH 265,349, 429 nm

max

AMO 250,303, 381 nm

min

IR spektrumu: (KBr) Spektrum II

1734, 1717, 1700, 1684, 1653, 1635, 1618,
1601, 1569, 1540, 1506, 1480, 1458, 1385,
1363, 1333, 1277, 1231, 1143, 1102, 1060 cm’*

*Bu tezin konusunu olusturan bitkiden major olarak elde edilen berberin katerner yapida olup
protoberberin grubuna adim veren alkaloitdir. Ik defa 1826 yilinda “xanthopicrit” adi ile Zanthoxylum
caribaeum (Rutaceae) bitkisinden elde edilmigtir. Dokuz yil sonra bu kuaterner alkaloit Berberis vulgaris

(Berberidaceae)’den tekrar elde edilmigtir ve bugiin de bu isim ile yaymnlanmaktadir.(25)



THALIFENDINE*

Stitundan koyu kirmuzi renkte elde edilen bes fraksiyonda (219-228, 229-238, 239-245,
246-258, 259-290) ince tabaka kromatografisi ile varlig: saptanmis ve preparatif ince tabaka
kromatografisinde kloroform:metanol (8:2) sistemi ile izole edilmistir. 'H-NMR, kiitle ve UV
spektrumlarindaki veriler literatiir verilerine uymaktadir. Ayrica seyreltik hidroklorik asit

¢Ozeltisinin ilavesi ile sar1 renk olugmaktadir (25, 41, 47).
Rf degerleri: Tablo 2

UV spektrumu: Spektrum III
AMOH 230,267, 349 nm

max

}\‘MeOH

mun

213,252,307 nm

"H-NMR spektrumu: (CHCl;, DMSO, TFA) (Spektrum IV, V, VI)
TFA’de alinan "H-NMR spektrumunun degerleri formiil iizerinde gdsterilmistir.

Kiitle spektrumu: (FAB, EIMS) (Spektrum VII, VIII)
m/e 322(M"), 135, 149, 163, 176

6.99s 341t

OCH, 4l6s

OH

7.99d

*Kirmuzi-turuncu renkli katerner yapida bir alkaloit olan thalifendine ilk defa Thalictrum fendleri
bitkisinden 1965 yilinda elde edilmistir.(25)
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APORFIN GRUBU

Aporfinler isokinolin alkaloitlerinin biiyilik bir
grubunu olustururlar. Bitkilerde benzilizokinolinlerin
intramolekiiler fenolik oksidatif birlesmeleri ile olusurlar.
Azat atomuna genellikle bir metil grubu baghdir, bu
durumda azot tersiyerdir. Eger azot sekonder ise alkaloit
noraporfin olarak adlandirilir. ki metil grubunun bagh
oldugu birkag katerner aporfin tuzlar: da bilinmektedir. C-

Siibstittient bagli olabilecek diger konumlar ise C-9, C-10 ve C-11dir; nadir olarak C-3 ve C-
8 konumlarindan da siibstitlient bagli olabilir. Baz1 durumlarda hidroksil grubu 7. C atomuna
bagli olurken, steporfin 4. C atomundan oksijenlenmis bilinen tek aporfin alkaloitidir (40).

ISOCORYDINE*

Siitundan alinan 42-44’tincti fraksiyonda regine ile karisitk elde edilen maddeyi
temizlemek icin fraksiyona kalevi ortamda kloroformla tiiketme islemi uygulandi ve ince
tabaka kromatografisinde temizlenen fraksiyonun tek leke verdigi goriildi. Bu maddenin ince
tabaka kromatografisinde verdigi lekenin bir siire sonra yesil renk almast maddenin
isocorydine olabilecegini diistindiirdii ve sahit isocorydine ile denenen sistemlerde aym
Rflerde leke verdigi saptandiktan sonra iist iiste IR spektrumu alindi ve maddenin

isocorydine olduguna karar verildi (14).

Rf degerleri: Tablo 2 C H O
UV spektrumu: (Spektrum IX) 3
AMeOH 221, 266, 302 nm
max C }—50
AMOT 247,289 nm HO
min

IR spektrumu : (CHCl3) (Spektrum X)
1594, 1577, 1497, 1469, 1407, 1371, 1318, C H3O
1289, 1239, 1136, 1103, 1077, 1045 cm’™

*{socorydine ilk kez corytuberine’in kismi metilasyonu ile elde edilmis, daha sonra Corydalis lutea L. tirtinden

{uteanine ismi ile izole edilmistir.(40)
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CORYDINE*

Siitundan alinan 45-48’inci fraksiyonun ince tabaka kromatografisinde iki leke goriild.
Bu fraksiyonu da reginesinden temizlemek igin kalevi ortamda kloroformla tiikketme islemi
yapildi. Daha sonra alttaki bant kloroform:benzen:metanol (4:5:1) sistemi ile preparatif ince
tabaka kromatografisi ile alindi. Ince tabaka kromatografisi ile denenen sistemlerde sahit
corydine ile aym1 Rf'de leke verdigi saptandi ve iist iiste alinan IR spektrumunun da

corydine’den farkli olmadif: goriildii.(14).

Rf degerleri: Tablo 2

UV spektrumu: (Spektrum XI)
2 MeOH

max

223,265, 304 nm

)\’M.eOH

min

250, 289 nm

IR spektrumu: (CHCl;) (Spektrum XII)
1595, 1574, 1462, 1408, 1371, 1343, 1327, 1285,
1239, 1173, 1139, 1102, 1079, 1048, 1028 em’™

H
CH,0
HO N"‘CH3

CH;0 H
H

*Corydine  ilk kez Corydalis tuberosa tiirinden elde edilmistir.(40)
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Bu c¢aligmada Rhoeades seksiyonu igerisinde yer alan Papaver dubium subsp.

laevigatum tiiriiniin alkaloitleri incelenmigtir.

Elde edilen alkaloitlerin yapisi spektral analizler alinarak (‘"H-NMR, UV, IR ve kiitle
spektrometresi) ve sahit maddelerle ince tabaka kromatografisinde Rf degerleri kiyaslanarak
aydinlatilmgtir.

Bolu- Gerede’den toplanan bitkinin toprak iistii kistmlarindan protoberberin grubundan
katerner yapidaki berberin major alkaloit olarak ve yine protoberberin grubundan katerner
yapidaki kirmuzi- turuncu renkli thalifendine ile aporfine grubundan isocorydine ve corydine
mindr alkaloit olarak elde edilmigstir. Papaver dubium L. ve Papaver dubium subsp. lecoqii
(Lamotte) bitkileri tizerinde daha 6nce yapilmig olan arastirmalarda berberin elde edildigi
kayitlidir (28). Ancak Papaver dubium subsp. laevigatum adi altinda bitkinin alkaloitleri ile
ilgili daha 6nce yapilmis bir g¢aliyma bulunmamaktadir. Bu tlir i¢in ilging olan yapisi
thalifendine olarak aydinlatilan alkaloidin Papaveraceae familyasi igin yeni olmasidir.
Thalifendine ilk defa Thalictrum fendleri Engelm. Ex Gray (Ranunculaceae) tiirinden 1965
yilinda elde edilmistir, daha sonralarn da bir ¢ok Thalictrum tiirinde thalifendine’e
rastlanmagtir (25).

Thalifendine’in yapisimin aydinlatilmasinda degisik ¢6ziiciiler iginde alinan 'H-NMR,
EIMS ve FAB teknigi kullanilarak yapilan kiitle ve UV spektrumlarindan faydalanilmagtir.

Yapidaki fenolik grubun tespiti igin MeOH iginde alinan UV spektrumunda batakromik
kayma goriilmiigtiir. Ayrica katerner protoberberin tuzlarmin C-9 ve C-10 konumlarmda
siibstitiie durumda UV spektrumu karakteristik olarak 307 nm’de bir minimum gésterir (41).
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'H-NMR spektrumu ise énce kloroformda alinmig fakat altt aromatik protonun bir
tanesi kloroform piki altinda kaldigindan DMSO’da tekrar "H-NMR ¢ekilmis ve yapida alti
aromatik proton, bir metilendioksi ve bir metoksil grubunun varlig: kanitlanmigtir. Oksijenli
gruplarin yerlerinin belirlenmesinde protonlarin '"H-NMR’daki kimyasal kayma degerlerinden
faydalanilmugtir, Thalifendine’in izomeri olan berberubine ile gok benzerlik géstermesi 'H-
NMR spektrumunun literatiirde kayith olan TFA’de alinmasini gerektirmistir. Bunun
sonucunda da metilendioksi grubunun C-2,3 konumunda olduguna karar verilmigtir*

(25,41,47).

A ve D halkalarinin oksijenli gruplarinmn tespitinde 'H-NMR spektrumuna ilave olarak
kiitle spektrumundan da yararlamilmugtir. Kiitle spektrumu ilk olarak FAB teknigi ile alinmig
ve molekiil agirhginin 322 oldugu ispatlanmugtir. C-9 hidroksil ve C-10 metoksil konumu
EIMS teknigi ile alman ve asagida parcalanma {iriinleri verilen kiitle spektrumu ile

gosterilmistir.

Thalifendine’in pargalanma firiinleri:

CH,
p H,C
OCH; —— + o+ N OCH,
O /N\H
OH
OH m/e 176 m/e150
® ]
OH OH
-CH3
—_—
OCHj3 o’
m/e 150 mse 135
) ®
OCH3 OCHj
“'H_é
OH AN o

mse1s50 m/e 149



Alinan sonuglar thalifendine’in literatirde verilen 'H-NMR ve kiitle spektrumu
degerleri ile uygunluk gostermektedir (25,41,47) (Spektrum VI, VI, VIIT ).

Rhoeades seksiyonundaki tiirlerin alkaloitleri iizerinde yapilan galigmalarmn goZunda
isocorydine bulundugu kayithdir (28). Tiirkiye’de yetisen ve daha 6nce alkaloitleri aragtirilan
P. lacerum, P. rhopalothece ve P. commutatum subsp. euxinum tlirleri major alkaloit olarak
isocorydine tasimaktadir (1,36,39). Bu c¢alismada da aym alkaloidin elde edilmesi
isocorydine’in seksiyonu karakterize ettigini gostermesi bakimmdan 6nemlidir.

Kadereit’in 1984 yilinda yaymnladii revizyonda Papaver dubium subsp. laevigatum
tiirli Papaver lacerum tiiriiniin sinonimi olarak verilmektedir. 1982°’de Mustafa Saragoglu’nun
“Tiirkiye’nin Tek Y1llik Papaver Tiirleri Uzerinde Arastirmalar” konulu doktora ¢aligmasinda
da P. lacerum tiirii ile P. dubium tiirii arasindaki benzerlie dikkat ¢ekilmis ancak iki tiiriin
tilylerinin ve yapraklarnmn farkli olmasi nedeni ile iki ayn tiir olduguna karar verilmistir (3).
Papaver lacerum tizerinde ilk kez 1981 yilinda Kayseri civarindan toplanan 6rnek {izerinde
¢aligilmig ve ana alkaloit olarak roemerine elde edilmis, diger alkaloitlerin ise N-metil
asimilobine, mecambrine ve pronuciferine oldugu saptanmugtir (39). Tiire ait ikinci 6rnek
Honaz Dagi’ndan (Denizli) toplanmig wve bitkinin roemerine, dehydroroemerine ve
mecambrine tagidi31 saptanarak iki tiir arasindaki benzerlik ortaya konmugtur*.

Bu ¢aligmada Bolu- Gerede civarindan toplanan Ornegin alkaloitleri bakimindan daha
Onceki tiirlerle benzerlik gOGstermemesi, botanik incelemede de bazi farkliliklarmin
bulundugunun saptanmasi Papaver dubium subsp. laevigatum ve Papaver lacerum tiirlerinin
sinonim olduklar1 goriisiinde baz1 tereddiitler ortaya koymaktadir. Bu nedenle bu bitkilere ait
daha fazla 6rnek toplamanin botanik ve kimyasal ¢aligmalarin siirdiiriilmesinin gerekli oldugu
kanisinday1z.

* 1.U Aragtirma Fonu 654/210994 No’lu proje kapsaminda devam eden ¢alismalar sirasinda elde edilen

sonuglar,
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Bu ¢alismada Bolu-Gerede’den toplanan Papaver dubium subsp. laeavigatum (M. Bieb)
Kadereit tiirti alkaloitleri yoniinden ilk kez incelenmigtir. Bitkinin toprak iistii kisimlarindan
elde edilen tersiyer alkaloit ekstresi lizerinde ¢aligilmig, bu alkaloitler siitun kromatografisi ve
preparatif ince tabaka kromatografisi ile birbirinden ayrilmis ve saflagtirilmigtir.

Bu tiirde major alkaloit olarak protoberberin grubundan katerner yapidaki berberine,
mindr alkaloit olarak yine protoberberin grubundan katerner yapidaki thalifendine, aporfin
grubundan isocorydine ve corydine izole edilmigtir. Protoberberin grubundan katerner

yapidaki thalifendine Papaveraceae familyasi igin yeni bir alkaloittir.

Elde edilen alkaloitlerin yapilar1 ince tabaka kromatografisindeki Rf degerlerinin gahit
maddeler ile karsilasgtiriimas: ve spektral degerler (UV, IR, 'H-NMR ve EIMS) ve literatiir
verileri ile tayin edilmigtir.

Sonug olarak Papaver lacerum tiirli ile sinonim kabul edilen Papaver dubium subsp.

laevigatum tiirliniin bu ¢aliymada alkaloitleri bakimindan farklt oldugu saptanmigtir.
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In this study, the alkaloids of Papaver dubium subsp. laevigatum (M. Bieb) Kadereit
which was collected from Bolu-Gerede were investigated for the first time. Total tertiary
alkaloidal extract was prepared from the aerial parts of the plant sample and the alkaloids

were isolated and purified by column and preparative thin layer chromatographies.

A quaternary protoberberinium salt berberine was isolated as a major alkaloit. The
other quaternary protoberberinium alkaloit thalifendine has been isolated as a minor alkaloit
together with isocorydine and corydine which belong to aporphine group. The presence of

thalifendine has been shown in Papaveraceae family for the first time.

The structure of alkaloids was confirmed by comparing their Rf values on thin layer
chromatography with authentic samples, spectral datas (UV, 'H-NMR, EIMS, FAB) and
literature findings.

In conclusion, it has been shown that alkaloids of Papaver dubium subsp. laevigatum
which is considered as synonym of Papaver lacerum are different from those of Papaver

lacerum.
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