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OZET

Bu ¢alismada tilkemiz florasinda kayitli olan dort Berberis L. (Berberidaceae) tiirti:
B. crataegina, B. vulgaris, B. cretica ve B. integerrima biitlin bitki olarak toplandi.

Caligmalar kok, govde ve dallar tizerinde ayn ayr yapildi.

Calismamizin ilk béliimiinde berbamin, aromolin, oksiakantin, palmatin, berberin,
jatrorhizin, kolumbamin ve magnoflorin olmak {izere toplam sekiz alkaloit izole edildi. Bu
alkaloitlerin yapilar1 spektral yontemler kullamilarak tayin edildikten sonra bu maddeler

miktar tayini caligmalarinda standart madde olarak kullanildi.

Calismamizin ikinei boliimiinde, 'toplanan dort tiirtin kok, gbévde ve dallarinda izole
edilen bu sekiz alkaloitin miktarlar1 belirlendi. Miktar tayini ¢aligmalarinda iyon ¢ifti-
YBSK yo6ntemi kullanildi. Analiz sonuglar1 Fotodiyot Diizeni Dedektorii (Photodiode
Array Dedector, DAD) ile alindi.

Hem izolasyon hem de miktar tayini ¢alismalarinda etanol ile hazirlanmis alkaloit
ekstreleri kullanildi. Bu ekstreler standart alkaloit fraksiyonlama prosediirii ile
polaritelerine gore farkli gruplara ayrildi. Bu sekilde Eter ekstresi, Kloroform ekstresi ve
Katerner ekstre olmak tizere li¢ ana ekstre ve bunlarnin ara fazlarindan alinan iki ekstre

olmak tizere toplam bes grup ekstre alindi. Bu ekstreler ayr1 ayr analiz edildi.

Calismalarimiz sonucunda alkaloit icerigi bakimindan B. vulgaris ve B. cretica

diger iki tirden daha zengin olarak bulundu.

Bu tez c¢alismasi ile iilkemiz florasinda kayitli olan dort Berberis tiirii, icermis
olduklar ana alkaloitleri bakimindan incelendi. Sonugta tiirlerin kklerinin alkaloit icerigi
bakimindan daha zengin olduklar ve alkaloit profillerinin birbirlerine ¢ok yakin oldugu

belirlendi.

Ayrica, izole edilerek yapist belirlenen berberin alkaloitinin in vifro olarak

antikanser etkisi incelendi.

Anahtar Kelimeler: Berberis, Berberidaceae, izokinolin, protoberberin, aporfin,

bisbenzilizokinolin, Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (YBSK).
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: Dal

: Fotodiyot Diizeni Dedektorii (Photodiode Array Dedector)
: Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu
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: Fourier Transform Infrared Spektrofotometresi
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Tezde Ad1 Gegen Alkaloitlerin Ingilizce Isimleri

acanthine, oxy-
aconcaguine

amurenine

andesine

argemonine
argemonine, nor-
armepavine
armepavine, N- methyl-
aromoline

aromoline, homo-
baluchistanamine
baluchistine
bargustanine

belarine

berbamine

berbamine, 2’-N-methyl-
berbamine, 2’-B-N-oxy-
berbamunine
berbamunine, 2’-nor-
berberastine
berberilaurine

berberine

berberine, 13-methoxy-oxo-
berberine, 8-oxo-
berberine, dihydro-
berberine, epi-
berberine, N-methyl dihydro-
berberrubine
berberrubine, 8-oxo-
berbervirine

berbithine

berbivaldine
berbivaldine, epi-
bernumidine
bernumine

bernumisine

berpine

boldine, iso-

viii

calafatimine

calafatine

calafatine, 2-a-N-oxy-
calafatine, 2-B-N-oxy-
chenabine

chenabinol

chenabinol methyl ether
chilenine

chilenine, 13-deoxy-
chilenine, O-methyl- pre-
chilenine, pre-
chillenamine
chiloenamine
chiloenine

chitraline

chitraline, O-methyl-
coclaurine, N-methyl-
columbamine

coptisine

corybulbine, dehydro-

corydaline

corydalmine, 13-methyl dehydro-

corydine

corydine, iso-
corydine, N-O-
corydine, N-O-iso-

corydine, O-methyl-iso, N-oxyde-

corydinmethine
corypalline

corypalline, O-methyl-
corypalmine, B-N-methyl-
coyhaiquine
coyhaiquinine
curacautine

cyclanoline

espinidine

espinine

gandharamine



gilgitine

glausine

glaziovine
glaziovine, apo-
heliamine
hydrastinine, noroxy-
ilicifoline
intebrimine
intebrine

intebrinine
jatrorrhizine
jhelumine

kalashine

karachine
karakoramine
khyberine
lamberthine hydroxyde
lauberine
laudanosine
lennoxamine
linaresine
linaresine, dihydro-
magallenesine
magnoflorine
natalamine
natalinine
nuevamine
obaberine
obamegine
oblongamine
oblongine

osornine

osornine, O-methyl-
pakistanamine
pakistanine
pakistanine, 2’-nor-
pakistanine, O-methyl
pallidine, O-methyl-

palmanine

palmatine

palmatine hydroxyde, dihydro-
palmatine, 8-oxo-
palmatine, dihydro-
palmatine, N-oxyde, dihydro-
palmatrubine

papaverine

patagonine

pictonamine

polyberbine

polycarpine
porveniramine
pronuciferine
pseudopalmanine
pseudopalmatine
punjabine

puntarenine

quettamine

quettamine, dihydroseco-
quettamine, seco-
reticuline

rugosinon, dihydro-
rugosinone

rupancamine
santiagonamine

saulatine

scoulerine

sindamine

sinoacutine

taxilamine

taxilamine, dihydro-
temukonine
terahydroberberrubine
terahydrojatrorrhizine
terandrine,2’-N-methyliso-
tetrahydroberberine
tetrahydrocolumbamine
tetrahydropalmatine

tetrandrine



tetrandrine, iso-
thalcamine

thalicberine, 7-O-demethyl-
thalicberine, iso-
thalicberine, O-methyl-
thalicberine, O-methyl-iso-
thalicmidine

thalicmidine, N-O-
thalictricavine

thalifendine

thalifoline
thalrugosine
turcomanine
turkberine
valachine
valdiberine
valdiberine, epi-
valdivianine
valdivianine, epi-

waziristanine






1. GIRIS VE AMAC

Berberis tiirleri diinyada yaygin olarak yetisen bitkilerdendir. Bu cins adim Afrika’
da bulunan Berberistan adli bélgeden almistir. Dogal olarak yetisen tiirlerin yani sira
diinyada pek ¢ok kiiltiir tiirti de vardir. Amerika’ da 150 ve Rusya’ da 43 kadar tiirtin kiiltiir
olarak yetistirildigi bilinmektedir. Berberis tiirleri en ¢ok Orta Asya’ da yetismektedir.

Bitkiler kisa ve kurakliga dayaniklidirlar ve topragin 6zelliginden etkilenmezler (1, 2).

Berberis tlirlerinin tipta kullanimlar1 ¢ok eski yillardan beri bilinmektedir. Berberis
meyvalari kan temizleyici olarak uzun yillardan bu yana kullanilmaktadir. Asur Banipal de
benzer amacla Berberis meyvalarini kullanmistir. Abu Ali Ibn-i Sina bu bitkinin meyva,
yaprak ve koklerini karacier, mide-barsak ve safra kesesi hastaliklarinda kullanilan
ilaglarin yapiminda kullanmistir. Bazi kaynaklara gére de B. vulgaris’ in degisik
organlarinin ve berberin alkaloitinin k&t huylu yeni tiimor olusumlarinda (mide, karaciger
ve bogaz kanseri) etkili oldugu soylenmektedir. Orta Asya’ da ise dallari, kokleri ve kdk
kabuklar1 kemik kirilmalarinda, ¢ikik, burkulma, yara ve yamk tedavisinde

kullanilmaktadir ( 1-10).

Berberis cinsi 450 kadar tiire sahiptir (3). Tiirkiye’ de ise dort tiirli vardir. Bunlar B.
crataegina, B. vulgaris, B. cretica ve B. integerrima' dir (11). Bu tiirler halk arasinda
yetistigi yorelerde istah agici, ates diistiriicti ve kuvvet verici olarak ayrica meyvalan cesitli
yemeklere tat vermek amaciyla kullamilir. Iran’ da kurutulmus Berberis meyvalar
“Zeresk” adiyla zerdeli pilavin terkibine girmektedir. Kokleri ise tasidigi sar1 renkten
dolay1 kumag boyamakta kullanilmaktadir. Fakat elde edilen sar1 renk zamanla esmerlestigi
icin pek tercih edilmemektedir. Bu nedenle daha ¢ok cadir ve guval gibi kaba materyallerin

boyanmasinda kullanilir (5).

Tiirkiye® de yetisen bu tiirler yoérelerinde “ karamuk, amberparis, diken {iziimi,
kadin tuzlugu” gibi adlarla anilmaktadir. Bu tiirlerden B. vulgaris yurt icinde aktarlar
aracilii ile “amberbaris veya amberparis” ticari adiyla satilmaktadir. B. crataegina
meyvalan (diken iiziimii) ve B. vulgaris kokleri (karamuk) Tiirkiye’ de i¢c ve dis ticareti

yapilan ¢igekli bitkiler sinifina dahildir (12).



Tum Berberis tiirleri alkaloit bakimindan zengindir. Bu tiirlerin alkaloitleri ilk
olarak 1837 yilinda Buhner ve Gerberger tarafindan arastirilmaya baslanmistir. 11k olarak
B. vulgaris koklerinden ilk izole edilen alkaloit berberindir. Berberin tipta ilk kullanilan
alkaloitlerden birisidir. Uretimine ise 20. yy. baslarinda Almanya’ da baslanmustir (1, 2).
Berberis tiirlerinin tasidiklann alkaloitler izokinolin yapisindadirlar. Bu giline kadar
Berberis' lerden 13 farkli grup izokinolin alkaloiti izole edilmistir. Berberis tiirlerinin

tasidiklan alkaloit fraksiyonunun biiyiik bir boliimiinii protoberberinler olusturur.

Berberis tiirlerinin alkaloitleri ile ilgili pek ¢ok calisma vardir. Ulkemizde ise bu tip
¢alismalar cok degildir. Bu nedenle iilkemizde yetisen tlim tiirlerin karsilastirmali olarak

calisilmas: gerektigi diistiniilerek bu arastirmaya baslanmistir.

Bu tez calismalarni kapsaminda Tiirkiye’ de yetisen dort Berberis tliri olan B.
vulgaris, B. crataegina, B. cretica ve B. integerrima degisik yorelerden toplanarak kok,
gbvde ve dallar1 ayrildi. Bu bitki boliimleri alkaloitleri bakimindan ayrn ayrn incelendi.
Izole edilen alkaloitlerin dort tiirlin degisik organlarinda miktarlar1 Yiiksek Basincli Sivi
Kromatografisi (YBSK) ile belirlendi. Ayrica izole edilerek yapisi belirlenen ve
literatiirlerde antikanser etkisinin oldugu kayitli olan berberin alkaloitinin, ilk olarak in

vitro ortamda antikanser etkisi incelendi.

(8]






2. KAYNAK TARAMASI

Bu boliimde Berberis cinsi ile ilgili botanik ve kimyasal ¢alismalar ile halk
arasindaki kullanimlari ve farmakolojik arastirmalar 6zetlenmektedir. Botanik bilgiler
Tiirkiye Florasi (11) temel alinarak, diger béltimler ise Chemical Abstracts, Medline,
MAPA, Analytical Abstracts ve NAPRALERT (Natural Products Alert) veri bankalar:

taranarak ulasilan verilerden derlenmistir.

2.1. Berberidaceae Familyasi

Degisen yaprakli, ¢ok yillik bitkiler veya calilardir. Cicekler salkim seklindedir.

Ovaryum 1-4 gbzlii ve meyva lizlimciik seklindedir.

2.1.1. Berberis L. Cinsi

Kisa siirgiinlerde basit yaprakli, uzun siirgiinlerde ise eksende dikenleri bulunan
calidir. Cicekler sari, salkim seklinde ve stamenler 6 tanedir. Meyvalar lizlimciik

seklindedir.

- Halen yurdumuzda 4 Berberis tiirlintin bulundugu bilinmektedir (Sekil 2.1). Bu

tiirler arasindaki ayirici 6zellikler anahtar seklinde 6zetlenmistir.

1. Geng cigekli siirgiinlerin kabuklar1 soluk sarimsi veya yesilimsi; yasli odunsu

kabuklar siyah lentisilli, genellikle mat 1. vulgaris

1. Geng ¢icekli siirgiinlerin kabuklari parlak portakal-kahve veya koyu bordo-kahve;

yasli odunsu kabuklar siyah lentisiller yok, genellikle ¢cok veya az parlak
2. Dikenler olgun yapraklardan daha kisa ve ¢igekler 6-18°1i salkim

3. Geng ¢igekli gdvdeler koyu bordo-kahve, olgunlagmis meyvalar siyah,

yapraklarin boyu eninin 3 kat1 kadar uzunlukta 2. crataegina

L3



B. chinensis Poiret. var. paphlagonica (Schn.) Ahrendt in J. Linn. Soc.
Lond. 57: 174 (1961)

Ic. : Schneider, IU. Handb. Laubh. 1: 304 (1904).

2 m ye kadar yiikselebilen calilardir. Dikenler genellikle yapraklardan daha
kisadir. Geng cicekli dallarin kabuklar: koyu bordo-kahve, ¢ogu zaman parlak, nadiren
derin oluklu ve siyah lentisilsiz. Yapraklar dar ovat, genellikle boyu eninin 3 katidir,
kenarlar kaba disli ve diizdiir. Cigek durumu yogun, 1-3cm, 6-15 ciceklidir. Meyvalar

olgunlukta siyah, ham iken kirmizidir.

Cigeklenme Zamani1 :  5-6 . aylar
Yetisme Ortami . Taslik bolgeler ve su kanallari, 800-1500m
Yayilist : A3 Ankara: Nallihan Mudurnu aras1 800 m, A4

Kastamonu: Kastamonu’nun giineyi 900 m, B2 Kiitahya:
Murat Dag1 Gediz tistleri 1900 m, B3 Konya: Aksehir
1100 m, B4 Ankara: Hisar Dag1, B5 Yozgat:
Akdagmadeni, B5 Kayseri: 1050 m, 53 Malatya:
Hekimhan’in kuzeyi 1100 m, 65 Erzincan: Selepur’un
dogusu 1300 m, C2 Antalya: Elmali, C3 Antalya: Kozlu
deresi Gebiz yakinlar1 1100-1200 m, C4 Konya: Bozkir
Vadin, C7 Urfa: Ceylanpinar Viransehir yakinlar: 340 m.

B. integerrima Bunge, Linnaea 18: 149 (1844).
Sin :  B. densiflora Boiss. & Buhse, Aufz. Transk. Pers. t.32 (1860).

Geng cicekli filizlerin kabuklar1 turuncu-kahve veya parlak bordo olan ¢alilardir.
Lentisiller genellikle belirsiz, gévde derin olmayan oluklu, bazen dar ¢izgili, genellikle
parlaktir. Yapraklar sert, genis eliptik veya ovat, diiz ya da derin disli, ist ylizeyi
stomali. Salkim 6-18 cicekli, yogun ya da uzun silindrik sekilli ve 6 cm ye kadardur.

Meyvalar kirmizidir.

' Yayilis1 : A4 Kastamonu: Kastamonu’nun kuzeyi 800m, A7 Glimiishane:

1000 m.



B. cretica L., Sp. P1. 351 (1753).

Genellikle 1 m nin altinda yuvarlak¢a ¢alilardir. Gévde koyu bordo, dikenler
genellikle yapraklardan ve ¢igek salkimlarindan uzun. Yapraklar ovat, 1-1.5 cm
uzunlukta ve 1 cm ye kadar genisliktedir. Salkim 4-10 ¢igekli ve kisadir. Meyvalar

olgunlukta siyahtir.
Ciceklenme Zamani : 6. ay
Yetisme Ortami :  Kalkerli topraklar, 1000-1700m.

Yayilis :  BI Izmir: Manisa dag1 900-1200 m, C3 Isparta: Davros
dagi.
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Sekil 2.1. Berberis tiirlerinin Tiirkiye’ deki dagilimlan

( M: B. crataegina, @ : B. vulgaris, § : B. cretica,M : B. integerrima)



2.2. Berberis Tiirlerinin Kayith Oldugu Farmakopeler

Berberis tiirleri drog olarak c¢ogu farmakopede yer almaz. British Herbal
Pharmacopoeia’ da Berberis kabuklar1 ve Berberis aquifolium’un rizom ve kokleri
kayitlidir (13). Ayrica Hamdard Pharmacopoeia of Eastern Medicine’ de ise B.

vulgaris ve B. aristata’ nin pek cok preparati kayithidir (14).

Drogdan elde edilen ve tipta kullanilan berberin adli alkaloit ise Hint (15) ve

Japon (16) Farmakopeleri ile Martindale’ de (17) yer almaktadir.

2.3. Berberis Tiirlerinin Cesitli Ulkelerde Kullanilan Preparatlar

Berberis tiirlerinin kok, kabuk, yaprak ve meyvalarinin ve berberin ile palmatin
alkaloitlerinin terkiplerine girdigi ve gesitli {ilkelerde {iretilen preparatlar Tablo 2.1’ de

verilmektedir.

2.4. Berberis Tiirlerinin Etken Maddeleri

Berberis tiirlerinin ¢esitli organlar: drog olarak kullanilmaktadir. Kullanilan bu
droglarin ve Berberis tiirlerinin tibbi degerinden sorumlu olan ana bilesikler
alkaloitlerdir. Bu konuda yapilan c¢alismalarda Berberis tiirlerinin tasidiklar
alkaloitlerin izokinolin tiirevi alkaloitler oldugu g6sterilmistir. Berberis’ lerde
izokinolin alkaloitlerinin 13 farkli grubuna dahil alkaloitler vardir (3, 18). Bu alkaloit

gruplarina ait ayrintili bilgiler B6liim 2.6.1” de verilmektedir.

Berberis tiirlerinde alkaloitlerin yani sira meyva, yaprak ve gigeklerde askorbik
asit (19, 20), klorojenik asit (20-23), malik asit, ursolik asit, B-karoten (20), kafeik asit
(21-23), meratin, kersetin, (21), rutin (21-23), 2,5-bis-(2’-metoksi-5’-metilfenil) furan
(24), siringaresinol (25), eskuletin, hiperosit (22), sianin, pelargonin (26), pendulin

(27) ve alkanlar (28-30) gibi maddeler de vardur.



Tablo 2.1. Cesitli iilkelerde kullanilan Berberis preparatlari

Miistahzar Uretildigi Ulke Kullanim Amaci
Berberil* Almanya Goz hastaliklari
Berberis Complex Avustralya Karaciger hastaliklar
Catarrh Cream (meyvalar) Ingiltere Burun hastaliklar
Choldestal Almanya Sindirim sistemi hastaliklar
Enzym-Hepaduran Almanya Sindirim sistemi hastaliklar
Hepata Almanya Safra kesesi hastaliklari
Herbal Diuretic Complex Avustralya Idrar soktiiriicii
Kalkurenal Almanya Bobrek hastaliklar:
Lithiabyl Fransa Sindirim sistemi hastaliklar:
Mediflor Tisane Hepatique Fransa Karaciger hastaliklari
Tisane Contre les Troubles Biliaires Isvicre Safra kesesi hastaliklari
et Hepatiques
Whérishofener Leber- und Almanya Safra kesesi hastaliklari
Gallensteinmittel Dr. Kleinschrod
Berberis-Tonikum Almanya Homoeopathic
Pastilles Jessel* Fransa Rasitizm, kansizlik, beslenme
bozukluklari, mide zayifliklarinda

Sedacollyre* Fransa Goz hastaliklar
Kollyr* [talya Goz hastaliklar
Murine* Avustralya Goz hastaliklar
Herbinol Hindistan Antiseptik
Leucosol-H Hindistan Lokore tedavisi
Resottanadilepa Hindistan Deri hastaliklar:

N Antienflamatuar
Techuth D (veteriner hekimlik)
Palmatin alkaloiti Rusya Goz preparatlari

* : berberin alkaloitini igeren preparatlar




2.5. Alkaloitler

Alkaloit kelimesi ilk olarak 1819° da eczact W. Meissner tarafindan “bitkisel
alkaliler” diye bilinen bir grup dogal madde i¢in kullamilmistir. Alkaloit tanimi,
molekiil icerisinde bir veya birden daha fazla (heterosiklik) azot atomu tasiyan dogal
kaynakli organik bazlari kapsamaktadir. Cogu alkaloit farmakolojik aktiviteye sahiptir
ve klinikte kullanim agisindan ekonomik onemleri wvardir. Genellikle bitkisel
kaynaklidirlar. Alkaloitlerin ¢ogu aminoasitlerden az bir kismi da terpenlerden veya

azot bilesiklerinden tiirerler (31-33).

Alkaloitler yiiksek bitkilerin %10-15" inde ve bazi funguslarda (Claviceps,
Penicillium) ve genellikle bitkilerin tlim organlarinda bulunurlar. Bitkilerin
koklerinde, sekonder metabolitler olarak aktif dokular tarafindan sentezlenir, gévde ve
diger dokulara tasinirlar. Cogu bitkilerin (Berberis, Cinchona v.b.) kok ve govde

parenkimalarinda alkaloit birikimi fazladir (31).

Alkaloitler genellikle tersiyer aminler halinde bulunurlar. Organik ¢oziiciilerde
coziintir fakat yiiksek pH’ larda sulu ¢oziiciilerde ¢Oziinmezler. Diisiik pH’ larda
alkaloitler proton alarak suda ¢6ziiniir hale gelirler. Katerner aminler ise hem diisiik
hem de yiiksek pH’ larda suda ¢oziiniirler. Sulu asit varliginda alkaloit reaktifleri ile

(Mayer reaktifi, Dragendorf reaktifi) ¢okerler (3, 31, 33).

-Alkaloitler bitkilerden ya seyreltik asitlerle (%2” lik H,SO, gibi), ya %70 lik
alkol ile ya da bazik ortamda kloroform gibi organik c¢oéziictiler ile ekstre edilirler.
Daha sonra degisik pH’ larda birbiri ile karigsmayan ve farkli polaritelerdeki ¢6ziiciiler
ile sivi-sivi ekstraksiyonu yapilarak fraksiyonlarina ayrilirlar. Bu fraksiyonlardan
alkaloitler, kolon kromatografisi, preparatif ince tabaka kromatografisi, flas
kromatografisi, orta basingli sivi kromatografisi, preparatif yiiksek basingli sivi
kromatografisi gibi izolasyon yontemleri kullamlarak saflastinlir. Izole edilen
alkaloitlerin yapilarn UV  spektrofotometresi, IR spektrofotometresi, NMR
spektroskopisi, Kiitle spektrometresi gibi spektral yontemler kullanilarak tayin edilir

(3, 31-33).



edilemeyen polar alkaloitler kalir. Bunlar asitli ortamda Mayer reaktifi ile ¢oktiiriiliip,

tyon degistiriciler kullanilarak elde edilirler (3, 31-34).
2.5.3. izokinolin Alkaloitlerinin izolasyonu ve Yap: Tayinleri

Bolim 2.5.2° de fraksiyonlara ayrilan alkaloit karisimlari daha sonra kolon
kromatografisi kullanilarak ayrilirlar. Kolon Kromatografisinde alkaloit tiplerine gére
adsorban olarak silikajel veya aluminyum oksit kullanilir. Coziicli olarak da yine
alkaloit tiplerine gore hekzan, eter, kloroform, petrol eteri, etilasetat, benzen, metanol
gibi ¢oziiciiler apolardan baslanarak ve giderek polarite arttirilarak kullamilir. Bu
adsorban ve ¢6ziicii segimi ayrilacak numune iizerinde 6nceden yapilan analitik ITK
calismalar ile belirlenir. Kolon Kromatografisinden alinan fraksiyonlar ya preparatif
ITK ile ya preparatif YBSK ile ya da kristallendirilerek saflastinilirlar. Saflastirilan
izokinolin alkaloitleri UV, IR, NMR ve MS spektral teknikleri kullanilarak yapilar
tayin edilir. Ayrica X-1sinlar1 yontemi ile yap: hakkinda daha detayli bilgi edinilir (3,

31-33).
2.5.4. izokinolin Alkaloitlerinin Biyosentezi

Izokinolin alkaloitleri fenilalanin veya tirozinden tiirerler. Biyosentezler ile
ilgili calismalar ¢ogunlukla Papaver tiirlerinde ve morfin alkaloiti tizerinde
yapilmistir. Berberis’ lerde ise bu grupta yer alan protoberberin alkaloitleri lizerinde

yapilmis biyosentetik ¢alismalar cogunluktadir.

Protoberberin alkaloitleri iki molekiil tirosin’ den tiirerler. Bir molekiil tirosin,
DOPA iizerinden dopamin’e doniisiir. Bu sirada olusan diger bir bilesik de 3.,4-
dihidroksifenilpiruvik asit’ tir. Piruvik asiti takiben kondensasyon sonucu norlaudanosolin
meydana gelir. Bu da laudanosin’in ve retikulin’ in transformasyonu ile gerceklesir.
Retikulin ise skoulerin, koreksimin, stilopinin, koridalin ve berberin’in prekiirsorii olarak

bilinir (36).

Protoberberin olusumundaki ilk asama berberin kopriisiintin olusumudur. Bu da
berberin koéprii enzimi ile gergeklesir. Sonraki asama C-9° daki metilasyondur. Bu da
metiltransferaz enzimi ile (S)-tetrahidrokolumbamin olusumu seklinde olur. Berberis’ lerde

(S)-tetrahidrokolumbamin ve sonra bunun oksitlenmesini saglayan enzim (S)-
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tetrahidroprotoberberin oksidaz’ dir. Son olarak berberin sentaz enzimi ile metilen dioksi
kopriisii meydana gelir (37-40). Protoberberin alkaloitlerinin biyosentezi Sekil 2.3’ de

verilmektedir.
2.5.5. 1zokinolin Alkaloitlerinin Hiicre Kiiltiirii Metodu ile Uretimi

Bitkiler gelisimleri sirasinda pek ¢ok madde sentezlerler. Hemen biitiin bitkilerde
ortak bulunan maddelerin yani sira her bitkiye Ozel karakteristik maddeler de vardir.
Bitkilerin fizyolojik 6zellikleri ve 6nemleri bu metabolitlerden dolayidir. Bu maddelere
“Sekonder Metabolitler” denir. Bu metabolitlerce zengin tiirler yetistirmek i¢in gesitli 1slah

programlar uygulanir.

1960° 11 yillarda metabolitlerin endiistride de bitkilerden izole edilebilmelerine
alternatif olarak in vitro sartlarda hiicre kiiltiiri ile tiretimleri fikri dogmustur. Bu goriise,
bitki hiicrelerinin mikroorganizmalar gibi sivi bir gida ortaminda siispansiyon kiiltiirii

seklinde gelisebilme 6zelligi neden olmustur.

Bitkinin arazide yetistirilmesine dayanan geleneksel yontemlere kars: hiicre kiiltiiri

yoluyla metabolit liretmenin su avantajlar vardir:
- istenen bilegikler kontrollii sartlarda elde edilebilir,
- kiiltiire alinmug hiicreler hastalik ve zararlilardan temizlenebilir,

- 6zel bir metabolitin {iretimini arttirmak amacina yonelik olarak ilgili bitkinin

hiicreleri gogaltilabilir ve bu kontrol altinda tutulabilir.

Hiicre Kkiiltlirtiniin ticari anlamda kullanilabilmesi i¢in bir metabolitin in vitro
{iretiminin, bitkiden dogrudan elde edilen miktar ile karsilastirilabilecek durumda olmas:
gerekmektedir. Endiistriyel iiretimde oncelikle verimli hiicrelerin segilmesi gerekir. Bu,
{iretilecek metabolitin bitkide daha fazla bulundugu bitki boliimii dikkate alinarak yapilir.

Daha sonra ise uygun bir kiiltiir ortami segilir.

Bu ydntemle sekonder metabolit liretimi basar ile gerceklestirilen tiirler arasinda

Berberis tiirleri gelmektedir (34, 41).
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Ticari ve farmas6tik kullanimmin olmasi nedeniyle berberin iiretimi olduke¢a
onemlidir. Berberin doku kiiltlirii metoduyla Berberis, Coptis ve Thalictrum tlirlerinden
elde edilmistir (42). Coptis japonica hiicre seri’ leri ile yapilan bir ¢aligmada bu ydntemle
bes kez daha verimli hiicreler elde edildigi belirtilmektedir. Ayrica bu ¢alismada ortama
giberellik asit ilavesi ile berberin firetiminin arttigi kayithdir. Ortama 107M
konsantrasyonda giberellik asit ilave edildiginde berberin miktar1 %1.5’ den %5’ e ve

berberin iiretiminin de 0.22 g/L/giin’ den 0.6 g/L/giin’ e ¢ikt1g1 gosterilmistir (43).

Yapilan diger bir calismada ise Berberis wilsoniae’ den 3.0 g/L verimle

jatrorrhizin, Coptis japonica’ dan 1.4 g/L verimle de berberin tiretildigi belirtilmistir (44).

33 Berberis tiirlinii temsil eden 34 Berberis hiicre seri’ sinde izokinolin alkaloitleri
kallus kiiltir yontemi ile elde edilmislerdir. Bu ¢aligmada alkaloit miktarlar1 Yiiksek
Basingli Sivi Kromatografisi yontemi ile belirlenmistir. Tiim bitkilerde jatrorrhizin ana
bilesen olarak bulunmustur. 1ki B. stoloniferae serisi bisbenzilizokinolin alkaloitleri
bakimindan ¢ok zengin olarak bulunmustur. B. stoloniferae V29 kiiltiirtinden berbamunin,
aromolin, berbamin, izotetrandrin ve jatrorrhizin’ in yam sira yeni bir alkaloit olan 2-
norberbamunin de izole edilmistir. Bu calismada % kuru agirlik iizerinden belirlenen
alkaloit miktarlar1 sdyledir: aromolin %0.0084-0.28, 2-norberbamunin %0.024-1.1,
berbamunin  %0.0084-0.94, oksiakantin %0.032-0.58, berbamine %70.0036-0.80,
izotetrandrin %0.011-0.19, jatrorrhizin %0.0032-3.0, palmatin %0.002-0.052, berberin
%0.0002-0.16 (45).

Diger bir ¢calismada B. julianae hiicre kiiltiirlerinden jatrorrhizin izole edilmistir.
Burada yaprak kallus kiiltiirlerinde 4-6 haftalik bir islem sonucunda sivi ortam 120 rpm’ de

calkalandiginda turuncu jatrorrhizin kristalleri elde edilir (46).

Thalictrum minus hiicre slispansiyon kiiltiirlerinden protoberberin alkaloitleri
liretilmektedir. 7. minus siispansiyon kiiltiirii %90 oraninda protoberberini ortama
salgilamaktadir. Bu alkaloitlerin %75-83” i berberin, %7-12" si palmatindir. Hiicre
kiiltiiriindeki total alkaloit miktar: ise 160 mg/L’ dir. Ortama kloriir iyonu ilavesinde bu

oran 500 mg/L’ ye ¢ikmustir (47).
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Baska bir ¢alismada ise B. wilsoniae silispansiyon hiicre kiiltiirlerinden (S)-

tetrahidroprotoberberin oksidaz enziminin izole edildigi belirtilmistir (48).

2.6. Berberis Tiirleri Uzerinde Yapilan Kimyasal Arastirmalar

Berberis tiirleri tizerinde yapilan kimyasal g¢alismalar izolasyon c¢alismalari ve

miktar tayini calismalar1 olmak lizere iki béliimde incelenebilir.
2.6.1. Berberis Tiirleri Uzerinde Yapilmis izolasyon Calismalar:

Berberis tiirleri ile yapilan izolasyon ¢alismalarinda yaklasik 136 Berberis tiiriinden
178 alkaloit izole edilmistir. Izole edilen bu alkaloitler izokinolin tiirevi alkaloitlerdir.
Berberis tiirlerinin tasidign  izokinolin alkaloitleri 13 alt gruba ayrlir. Bu alt gruplar

hakkindaki ayrintili bilgiler B6liim 2.6.1.1-2.6.1.13’ de verilmektedir.

2.6.1.1. Basit izokinolin Alkaloitleri

Tetrahidroizokinolin ¢ekirdeginden tiirerler (Sekil 2.4).

Sekil 2.4. Basit izokinolin alkaloitlerinin genel yapisi

Berberis tiirlerinden bu giine kadar izole edilmis ve yapilan tayin edilmis olan basit

izokinolin alkaloitleri Tablo 2.2’ da ve bu alkaloitlerin yapilan Sekil 2.5’ de verilmektedir.
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Tablo 2.2. Berberis tiirlerinde bulunan basit izokinolin alkaloitleri

e
= )
) ki
° =
] =
— — =
~ =1 = —
= | ml Ee el | e Elsla o
oem - = w = S =y St —~ A — Nt
= £ z = |= - = E = ] 2 =
1 = = = = = — — =~ =
E S = E @ = = = = = = 2
i = = = = £ o = o =3 i S 2
Tiir e = = = = 2 2 = | T — e
o o @ [} = = = = = = = =
= = o = =3 B = = = = = =
actinacantha 240*
boliviana 82 82
brandisiana 83
integerrima 202 202 201 202
. 140, 140,
nummularia 208
241 241
sibirica 153
) 158,
turcomannica 158
242
valdiviana 164 164 164

* kaynak numarasi

2.6.1.2. Benzilizokinolin alkaloitleri

Benzilizokinolinler iki molekiil tirozinden meydana gelirler (Sekil 2.6).

Sekil 2.6. Benzilizokinolin alkaloitlerinin genel yapisi

Berberis tiirlerinden bu giine kadar izole edilmis ve yapilann belirlenmis
benzilizokinolin alkaloitlerine ait kimyasal ¢aligmalar Tablo 2.3’ de ve bu alkaloitlerin

yapilar Sekil 2.7° de verilmektedir.
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No |Ad R, R, R, R Ris R; R,
13 | laudanozin -CH; -CH; -CH; -OCH; -OCH; -H -H
14 | retikulin -CH, -CH, -H -H -OCH; -OH -H
15 |oblongin -(CH,), -H -CH, -H -OH -H -OH
16 |armepavin -CH; -CH,; -CH; -H -OH -H -H
o Pl e ar DH - M. o
N-metil-
armepavin, | .
18 Nometil (CH;);, -CH; -CH; -H -OH -H -H
Adi R, R, R; R, R R;
19 | berbitin -CH,- -OH -OCH; -CH; -H
20 |papaverin -CH;  -CH, -H -H -CH; -OCH,
21 |turkomanin | -CHj, -H -H -OH -H -H
R,0
R
No |Ad R, R,
22 berbervirin 23 | taksilamin -CH; -CH,
24 |rugosinon -CH,-

No | Adi R, R,

25 |rugosinon, dihidro- -CH .-

26 |taksilamin, dihidro- -CH; -CH;

Sekil 2.7. Berberis tiirlerinde bulunan benzilizokinolin alkaloitlerinin formiilleri




Ry
R,0 N—CHO
i H
X ~OCH;
OCH;
No Adi R|_ R;
27 | poliberbin -CHo- 29 gandaramin
28 | polikarpin -CH; -CH;
3 4
H;CO

HO

¥ CH,0H
-
O Ho

30 karakoramin

N—-CHj;

31 bargustanin

Sekil 2.7 (devam). Berberis tiirlerinde bulunan benzilizokinolin alkaloitlerinin formiilleri
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0
H;CO -
H;CO =
OCH;
CH;

=3

OCH;

H;CO
3 \
N

H;CO

32 ilisifolin

Sekil 2.7 (devam). Berberis tiirlerinde bulunan benzilizokinolin alkaloitlerinin formiilleri

2.6.1.3. Protoberberin Alkaloitleri

Protoberberinler dortlii halka sisteminden olusurlar. Bunlarin olusumu sirasinda
benzilizokinolin yapisinda berberin kopriisii meydana gelir (Sekil 2.8). C halkasindaki

dehidrojenasyon ile halka aromatik olabilir. Bu grupta katerner alkaloitler cogunluktadir.

Sekil 2.8 : Protoberberin alkaloitlerinin genel yapisi

Protoberberinler bitki diinyasinda olduk¢a yaygindir. Berberis’ lerde ise bu
alkaloitler ekstrelerin ana bilesikleridir. Bitkilerde bu alkaloitler tuzulan (dihidro-,

tetrahidro- ve 8-okso tiirevleri) seklinde bulunurlar.



Tablo 2.3. Berberis tiirlerinde bulunan benzilizokinolin alkaloitleri

= —~ e o Lol ] - _ -+ ~ -
s |8 | & |8 |8 |E | B |SE|E & |2 |8 |2 |2 |& |B&g|E |BE| &
= oa o o = = © ~ o . =) ® = = = (=] pr i e ) =
e £ e = o 2, = = B i - @ & = - 7 - oy g
e | & |2 | E |28 | BE | & S|l g |5 | |2 |= | F |2 N 5 | E
= = = oy g e 2 = o —~ = 5 =X — = = = 5 = =
= =t = = 3, = g 5 5 = 5= i —~ s 8 5 Tiir
- = L = = = Z | ~ L ) S S = o e | =
—t — — — = I Pt S o 3 by et S = k2 & —
o) W LS ) — g W = 2 & ~ 2| ¥ = N
= = = N E 5} g ol
ot =5 (=] o
250% 50 50 253 252 actinacantha
69, 76 aristata
239 254 239 baluchistanica
82 boliviana
225 83 brandisiana
97 97 buxifolia
253 253 darwinii
109 heterobotrys
112 11 110-11 heteropoda
113 ilicifolia
114 iliensis
202 202,255 integerrima
84,207 | 84 Iycium
140 208 140 numnnlaria
256 oblonga
158,160 156 158 159 turcomannica
164 164 163 164 164 valdiviana
165 virgetorum
257 vulgaris
* kaynak numarasi




No | Adi R, R, R; R, R,
55, | berberin, -CH ,- -CH, -CH, -OCH,
13-metoksiokso-
56 | berberrubin,8-okso- -CH ,- -H -CH, -H
berberin,8-okso-
& (berlambin) CHy EHs ol H
58 | palmatin, 8-okso- | -CH; -CH; -CH; -CH; -H
Adi B, R, R; R
59 | berberin,dihidro- -CH ,- -CH, -CH;
(lambertin)
60 | lambertin hidroksit -CH .- -CH; -CH; N'OH
(7=13e)
61 | palmatin, dihidro | -CH, -CH; -CH,; -CH,
62 | palmatin N-oksit, | -CH; -CH; -CH, -CH -N-O"
dihidro-
63 |palmatin hidroksit,| -CH; -CH; -CH; -CH; N OH
dihidro- (7=13c)
Adi Ry R, REs =R,
64 | berberin, N-metil -CH ,- -CH, -CH,;
dihidro-
Adi R, R, R; R, R
65 | pstdopalmatin -CH; -CH; -H -H -CH
66 | berberastin -CH ,- -OH -OCH -H
3

Sekil 2.9 (devam). Berberis tiirlerinde bulunan protoberberin alkaloitleri

(5o]
L




Adr R 1 R 2 R 3 R 4 R 5 R 6
pregilenin -CH ,- -OH -OCH; -OCH; -H
pregilenin,  O-1 oy _cH, -ocH, -OCH, -H
metil
pseudopalmanin | -CH; -CH; -H -H -OCH; -OCH;
No | Adi R R, B
70 | karagin -CH, -OCH -OCH ,
71 | valagin -H -OCH ; -OCH ,

72 berpodin

Sekil 2.9 (devam). Berberis tiirlerinde bulunan protoberberin alkaloitleri




berberin, 8-oksi

Tiir berberin (33) palmatin (34) lkolumbamin (35) | jatrorhizin (36) 57) berberrubin (37)
buxifolia 55, 84-87 84

canadensis 81 45, 81 81 45, 81

candidula 51 51 45,51

cerasina 45 45

chitria 55,71, 88-90 88,91 88

circumserrata 62 62 45, 62

concinna 49 49

congestiflora 92

coriaria 27,99

crataegina 66, 94-97 45, 66, 94-96 96 45, 66, 94-96

cretica 66, 94-95, 98 66, 94-95, 98 98 66, 94-95, 98 98 98
croaria 99

croatica 100

darwinii 52, 101-103 102 54 53-54
dasystachya 51,62 51, 62 51 51,62

diaphana 62 62 62

dictyoneura 56, 62 56 56, 62

dictyophylla 45 45

dielsiana 104 104

dubia 62 62 62

empetrifolia 105-106 105-106
Jerdinandi-coburgii 62 62 62

floribunda 52, 55-66 55, 107 55, 107 55, 107




berberin, 8-oksi

Tiir berberin (33) palmatin (34) kolumbamin (35) | jatrorhizin (36) 57) berberrubin (37)
kawakami 52, 55, 66 52, 55, 66
koetineana 45 45 45
koreana 66, 129-130 66, 129 131 131
kumaonensis 71
lamberti 52, 66, 132 52, 55,66, 107,132 |52, 55, 66,107,132 |55, 66,107,132 52, 66, 132
i 52, 55, 65, 133,135| 82
82
laxiflora 45 45 45
bitan 52, 64-66, 71,77, | 52,66, 119, 136-138 136
84, 136-139
mingetsensis 52, 55, 66 52, 66 52
MOrrisonensis 55, 66 55 55, 66 52
mucrifolia 45
nepalensis 52,71 a2
nervosa 52,55
nummularia 116, 140 140 140 45
nutabilis 45 45 45
oblonga 36, 117-118, 141 |63, 117, 143 141, 143 143
ottawensis 63 63
papillifera 45
paravirescens 45 45 45
parvifolia 145 145 145 145
paucidentala 82
petiolaris 52, 66, 146 52, 66, 146




berberin, 8-oksi

Tiir berberin (33) palmatin (34) kolumbamin (35) | jatrorhizin (36) 7 berberrubin (37)
poiretii 51,62, 147-148 | 51, 62, 147 51 51,62, 147-148
polyantha 62 62 62
polymorpha 149 149 149 149
prattii 62 62 62
pruinosa 51, 150 51 51 51
pseudothunbergii 56 56 56
pseudumbellata 152 152
regeliana 63 63
repens 151
sargentiana 62 62 62
serrata 45, 52, 55 52 52 45, 52 52
sibirica 153 153 153 153 153
silva-taroucana 55, 62 55, 62 62
soulieana 62 62 62
stenophylla 45
stolonifera 81 81 39, 81 81
swaseyi 92,195
taliensis 45 45
52, 55, 64-66, 107,| 64-65, 155 55, 64-65, 107 52,55, 64-66, 107, | 52, 55, 65-66, 107,
thunbergii
) 154-155 155 155
thunbergii var. 52 52 52 52 52
maximoviczii
trifoliata 52,55
tschnoskyana 32 52 52, 55, 66 52, 66




berberin, 8-oksi

Tiir berberin (33) palmatin (34) kolumbamin (35) | jatrorhizin (36) 57) berberrubin (37)
turcomanica 45, 156-160* 45, 158 156-158 45, 158
umbellata 52,77, 115,161, | 161 161
virescens 52, 162 52,162 52
valdiviana 163 164 164 53-54
vernae 45, 62 62,45 45, 62
verruculosa 55, 89
virescens 52, 162 52
virgetorum 62, 165 62 62, 165
52, 55, 63-66, 71, |52, 55, 63-66, 94, 95 | 52, 55, 64-66, 107, | 52, 55, 64-66, 94-9 | 184 52, 55, 65, 107,166,
L 77, 89, 94-95, 104, 162, 166, 169 | 166, 168, 178, 182 | 107, 166, 168-169, 182
M 104,107,162, | 178-179, 182 173, 178, 182
166-178, 181-183
wallichiana 52,77
wilsoniae 45, 185 45, 185
wilsoniae var. 81 81 81 81
subcaulialate
zabeliana 186 187

* Kaynak numarast



Tablo 2.5. Berberis tiirlerinde bulunan diger protoberberin alkaloitleri

Tir

actinacantha

amurensis

amurensis

var. faponica

aristaia

asiatica

baluchistanica

harandana

chitria

congestiflora

crefica

darwinii

Soribunda

heteropoda

horrida

valagin (71)

talifendin (39)

92

102

skoulerin (52)

siklanolin (53)

92

palmatrubin (41)

188

palmatin, tetrahidro- (47)

66

66

palmatin, pseudo- (65)

58

112

palmatin, dihidro N-oksit
(62)

191

palmatin, dihidro- (61)

189

190

palmatin, 8-oksi- (38)

54

palmatin hidroksit, dihidro-
(63)

920

palmanin, pseudo- (69)

54

lambertin hidroksit (60)

90

lambertin (59)

koridalmin, dehidro 13-
metil- (43)

188

koridalin, dehidro- (44)

52
69

koridalin (46)

66

66

koribulbin, dehidro- (42)

188

Koptisin (40)

kolumbamin, tetrahidro- (51)

66

karagin (70)

69

koripalmin, B-N-metil- (54)

kanadin (48)

50*

98

jatrorhizin, tetrahidro- (50)

66

¢ilenin, pre O-metil- (68)

54

cilenin, pre- (67)

101

berpodin (72)

110

berberrubin,tetrahidro- (49)

berrubin, 8-oksi- (56)

112

berberin, hidroksi-

66

berberin, epi- (38)

52
69

66

berberin,dihidro N-metil (64)

112

berberin, 13-metoksi-8-oksi-
(55)

54

* Kaynak numarasi



2 = sl A8 o
] | B = w S| £,
2| 8| X = 3| =| 8| s| 5] §f 8| &
P = £l 2| =] s8] = =] =
= = | E S E| 3| & & B §| E| 5| &
valagin (71) =
talifendin (39) 2
skoulerin (52) =
siklanolin (53) o
palmatrubin (41)
palmatin, tetrahidro- (47) 2]
palmatin, pseudo- (65)
palmatin, dihidro N-oksit
(62)
palmatin, dihidro- (61)
palmatin, 8-oksi- (58)
palmatin hidroksit, dihidro-
(63)
palmanin, pseudo- (69)
lambertin hidroksit (60)
lambertin (59) Al s B i =
Vi N - o —_—
koridalmin, dehidro 13-
metil- (43)
koridalin, dehidro- (44)
koridalin (46)
koribulbin, dehidro- (42)
koptisin (40) &
kolumbamin, tetrahidro- (51)
karacin (70) =
koripalmin, B-N-metil- (54) bl
kanadin (48)
jatrorhizin, tetrahidro- (30) <
cilenin, pre O-metil- (68)
cilenin, pre- (67)
berpodin (72)
berberrubin,tetrahidro- (49) =
berrubin, 8-oksi- (36) -
berberin, hidroksi- —
o
berberin, epi- (38) b
berberin,dihidro N-metil (64)
berberin, 13-metoksi-8-oksi-
(55)

("3 ]
I

* Kaynak numarasi



2.6.1.4. Aporfin ve Proaporfin Alkaloitleri
Benzilizokinolinlerin fenil halkasinin kapanmasi sonucu meydana gelirler

(Sekil 2.10). Bu gruptaki alkaloitlere bitkiler aleminde yaygin olarak rastlanmaktadir.

Berberis’ lerden izole edilmis aporfin alkaloitleri aporfinler ve proaporfinler olmak

lizere 1Kki tiptir. Berberis’ lerdeki en 6nemli aporfin alkaloidi magnoflorindir.

Sekil 2.10. Aporfin ve Proaporfin alkaloitlerinin genel yapisi

Berberis tirlerinden bu giine kadar izole edilmis ve yapilar1 belirlenmis aporfin

alkaloitleri Tablo 2.6” de ve bu alkaloitlerin yapilar1 Sekil 2.11° da verilmektedir.

R l./ |3,
AN o
5
? Al R, : 38 No |Adi R
73 | pronusiferin -CH; -CH; 75 | coyhaikuin -CH,OH
74 | glaziovin -H -H | 76 |coyhaikuinin -CHO

Sekil 2.11. Berberis tiirlerinde bulunan aporfin ve proaporfin alkaloitlerinin formiilleri

(%]
L)



No | Adi R, R, R, R, R, R
77 | amurenin -(CH;), -OCH; -OCH, -H -OH -H
78 | apoglaziovin -CH; -OCH; -OH -H -OH -H
glausin
=
79 (X metiltaliksaidic) -CH; -OCH; -OCH, -H -OCH; -OCHj;
g | boldin, izo -CH; -OCH;,; -OH -H -OCH, -OH
(N-metillaureliptin)
talikmidin
(taliporfin, O-metil -CH;  -OCH, -OH -H -OCH; -OCH;
izoboldin)
magnoflorin
(taliktrin) -(CH;), -OCH, -OH -OH -OCH, -H
koridin -CH, -OCH, -OH -OCH,; -OCH; -H
koridin, izo -CH, -OCH; -OCH; -OH -OCHj; -H
talikmidin, N-O- -CH,
(N-O-taliporfin) N0 -OCH , -OH -H -OCH; -OCH,;
86 | koridin, N-O- CRs -OCH, -OH -OCH, -OCH, -H
87 | koridin, N-O-izo 'g%s -OCH; -OCH; -OH -OCHj; -H
koridin, O-metil | -CH, ) J ; 3
88 e, Nkt NG OCH; -OCH; -OCH,; -OCH, H
89 | natalinin -CH; -OCH; -OH -H -OH Qﬂ-
90 | natalamin -CH -OCH -OH -H -OH @0—

Sekil 2.11 (devam). Aporfin ve proaporfin alkaloitlerinin formdilleri



Tiir

talikmidin N-oksit (85)

talikmidin (81)

nusiferin, pro (73)

natalinin (89)

natalamin (90)

magnoflorin (82)

koridin N-oksit, O-metil-
(88)

koridin N-oksit (56)

Koridin, N-metil-

koridin, N-oksit, izo
(87)

koridin, izo- (84)

koridin (83)

glaziovin,apo (78)

glaziovin (74)

empetrifolia

kawakami

heterobotrys
integerrima

Soribunda
heteropoda
Julianae
koreana
Iycium

darwinii
Japonica

iliensis

Jfortunei
255

112
111
116,11
201

109

227
258

232
232

244
102

52

112
11
114
116
117
52
121-12
125
52,66
129

112

55
109
118 255

84

84

glausin (79)

112
201,20
116,11

111

coyhaikuinin (76)

260

coyhaikuin (75)

59,227,227

258

boldin, izo- (80)

202
255

amurenin (77)




Tiir

mingestensis

morrizonensis

nummularia

oblonga

polymorpha

sibirica

thunbergii

tschonoskyana

turcomannica

valdiviana

vulgaris

wilsoniae

talikmidin N-oksit (85)

talikmidin (81)

116
118

140,20
118

159

160

173

nusiferin, pro (91)

natalinin (144)

164

natalamin (90)

164

magnoflorin (82)

52%
66

116
140

117

141-14
244

149

52,65,
66

52,66
158

52, 66
94, 95

169 17

185,24

koridin N-oksit, O-metil-
(88)

koridin N-oksit (56)

koridin, N-metil-

160

164

koridin, N-oksit, izo
(142)

koridin, izo- (84)

118

118

159

160

173

koridin (83)

158

glaziovin,apo (78)

glaziovin (92)

116

140
208

glausin (79)

142

158-16

coyhaikuinin (76)

coyhaikuin (75)

boldin, izo- (80)

156

164

amurenin (77)

* Kaynak numarasi



2.6.1.5. Indanobenzazepinler ve Benzeri Alkaloitler

Berberis tiirlerinden izole edilerek yapilan belirlenmis indanobenzazepin

alkaloitleri Tablo 2.7’ de ve bu alkaloitlerin yapilan Sekil 2.12” de verilmistir.

14.
No |Adi R, R, R,  : R, S
91 |gilenine -CH ,. -OCH; | -OCH, | -OH =
-H
92 |gillenamine -CH ,. -OCH; | -OCH ; | 8 konum
da (=0)
yok
93 | palmanin -CH,;| -CH; | -OCH; | -OCH; | -OH =0
g4 |pleniss, sl en -OCH; | -OCH; | -H | =0
deoksi- i
95 |lennoksamin -CH ,. -OCH; | -OCH, -H
. ) -OCH ,
96 | piktonamin -CH ,. -OCH; | -OCH; -H -
14=1

No| Ad R, R,
98 magallenesin 99 | puntarenin -CH,.
100 | saulatin -CH; -CH;

Sekil 2.12. Indanobenzazepin alkaloitlerinin formiilleri




Tablo 2.7. Berberis tiirlerinde bulunan indanobenzazepin alkaloitleri

)
2 >0 P
o 3 S8 ol @B
St lsletlelels 8|2 ]2
= b~ = E £ S 20 = = = -
= 2 b = = = = = £ = =
£ = iz, = “ = £ z s 2 =
= E = = = = -] = = = =
Tiir sl 5|1 8|2 ||l |E[E5|28!|=
= = = . 5 2 = = = = =
o o o o -_ = = =5 =% = 7]
54 |54 |50, 54 248 |249
actinacantha 244,
245
84,97( 84 244
buxifolia b
245
7 54 54,10 244, |54,10 101 |101, 54 101
darwinii
247 250 250
empetrifolia 105 251
valdiviana 164

* Kaynak numarasi

2.6.1.6. Koridinmetin Alkaloitleri

Berberis tiirlerinden bu giine kadar izole edilip yapilan tayin edilmis koridinmetin

alkaloitleri Tablo 2.8’ da ve bu alkaloitlerin yapilar Sekil 2.13° da verilmektedir.

N<CHs N

H;CO <CH, H;CO <cH;
H;CO ‘ 0

o
H;CO . O~ NCHCO.CH;

101 koridinmetin 102 ciloenin

Sekil 2.13. Koridinmetin alkaloitlerinin formiilleri



H;CO ‘ N<cH,
HO

HyCO,CH;

103

¢iloenamin

H;CO,C
105 santiagonamin 106 akonkaguin
No Adi R, R,
107 | pallidin, O-metil- | -OCH, | -OCH; -H
108 | sinoakutin -H -OCH, | -OH

Sekil 2.13 (devam). Koridinmetin alkaloitlerinin formiilleri

Tablo 2.8. Berberis tiirlerinde bulunan koridinmetin alkaloitleri

- = S &
= = — E —~
S = & = z = 2
= = o i o £ =
= = = = = =
= — — -] - =
£0 = e £ Q s =
£ £ o= = A S £
Tir = 3 g = = 20 =
) = 2 = = £ S
] = - < = < =
-3 = o - (=5 w o
actinacantha 243,244 | 244* o0, - 50
244, 245
buxifolia 84 84
cretica 08
darwinii 244 246 244, 247
ilicifolia 113

* Kaynak numaras
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2.6.1.7. Kuettamin alkaloitler

Berberis tiirlerinden bu giine kadar izole edilerek yapilari belirlenmis kuettamin

alkaloitleri Tablo 2.9” de ve bu alkaloitlerin yapilar1 Sekil 2.14° de verilmistir.

109 dihidrosekokuettamin 110 sekokuettamin

111 kuettamin

Sekil 2.14. Kuettamin alkaloitlerinin formiilleri

Tablo 2.9. Berberis tiirlerinde bulunan kuettamin alkaloitleri

- Kuettamin Kuettamin,dihidro | Kuettamin,seko
iir

(111) seko (109) (110)
baluchistanica 237-239* 237- 239 237-239

* Kaynak numarasi
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H

H;CO
O@O e
RO 2 OCH, 115

H

No | Ad: R
norargemonin H
argemonin CH,

Sekil 2.17. Pavin grubu alkaloitlerin formiilleri

Tablo 2.11. Berberis tiirlerinde bulunan pavin grubu alkaloitler

Tiir argemonin (115) | argemonin,nor (114)
buxifolia 25,84* 25,84
actinacantha 50

* Kaynak numarasi

2.6.1.10. Bisbenzilizokinolin Alkaloitleri (BBI)

Dimerik izokinolin alkaloitleri icerisinde sayica en fazla alkaloite sahip olan
gruptur. BBI alkaloitlerinin yapisinda iki benzilizokinolin yapisi vardir. Bunlar
birbirlerine 1, 2 veya 3 eter bag: ile baglanmiglardir (Sekil 2.18). Bazen de benzil

gruplar1 arsinda karbonkarbon bagi vardir. Berberis’ lerde 1 veya 2 eter baghh BBI

alkaloitleri bulunmustur (134).

Sekil 2.18. Bisbenzilizokinolin alkaloitlerinin genel yapisi

Berberis tiirlerinden bu giine kadar izole edilmis ve yapilar tayin edilmis BBI

alkaloitleri Tablo 2.12 ve 2.13° de ve bu alkaloitlerin formiilleri ise Sekil 2.19°de

verilmektedir.




No |Adi 2 R’ R’;
116 | berbamunin -CH; -CHj; -H -H -CH; -CHj; -H
117 |berbamunin, 2’-nor- | -H -CH; -H -H -CH; -CH,; -H
118 | espinin -CH; -CHj; -H -H -CH 5 -H -CH ;
espinidin
19 | )5 0.metilespininy | CH3 CHs H CH; -CH; -H -CH;
120 temukonin -CH 3 -CH 5 -CH 5 -H -CH 3 -CH 3 -H
No |Adi R’; R’,
121 | oksiakantin -CH; -CH;
obaberin
122 (O-retiloksiakantin) -H -CH; -CH; -CH; -H -CH; -CH; -CH;
123 | aromolin (talikrin) -H -CH; -CHj -H -H -CH; -CH; -H
homoaromolin
foq |OMOHING- | 5y e LHg OH 0 B S0y CHy ©
metilaromolin,
talrugosamin)
125 | balucistin -H -CH; -CH; -H -H -CH 3 -H -CH ;

126 cillanamin

Sekil 2.19. Berberis tiirlerinde bulunan bisbenzilizokinolin alkaloitlerinin formiilleri
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No | Adi R, R, R; O R R R’ R’, R’;
127 | berbamin -H -CH 3 -CH 3 -CH 5 -H -H -H -CH 3 -CH 3
berbamin,  2"-B-N-| T . 2 -CH;,  .cH
128 | L H CH; -CH; -CH; H -H -H vt 3
129 | berbamin, 2’-N-metil- | -H CHy <«Hy; <CHy -H -H -H  -(CH3), -CH;
130 | tetrandrin -H -CH; -CH; -CH; -CH; -H -H .CH, CHj;
131 | tetrandrin, izo -H -CH; -CH; -CH; -CH; -H -H -CH; -CH;
g | SR, S H -CH, -CH; -CH; -CH; -H  -H <cu3), <-CHs
metilizo-
133 | obamegin (stefolin) -H -CH; -CH; -H -H -H -H -CH, -CH;
talrugosin  (taligin, -CH -
s izofankinolin) -H -CH;  -CH; -H -CH, -H -H -CH ; E
135 | kalafatimin -H -CH; -CH; -CH; -CH; -OCH; -H N=1" -CH;
No | Adi R] Rz R3. R;; R5 R,[ R’g
136 | kalafatin -CH; -CH; -CH; -CH; -CH; -CH; -CH;
. ; -CH
137 | kalafatin, 2-o—N-oksi- anN-o;si -CH; -CH; -CH; -CH; -CH; -CH;
-CH ;
138 | kalafatin, ,2-p—N-oksi B—N-oksi CH ; CH ; CH ; CH; CH; -CH;

Sekil 2.19 (devam). Berberis tiirlerinde bulunan bisbenzilizokinolin alkaloitlerinin
formiilleri




No |Ad R, R, R; R, R; R, R’, R’;
139 | talikberin, O-metil-izo- -H -CH; -CH; -CH; -CH; -H -CH; -CH;
140 | talikberin, izo- -H -CH; -CH; -CH; -H -H -CH; -CH;
141 | talikberin, O-metil- -H -CH; -CH; -CH; -CH; -H -CH; -CHj;
142 | talikberin, 7-O-demetil- -H -CH; -CH; -H -H -H -CH; -CH;
143 ! belarin | ~H -CH; -CH; -H -CH; -H -CH; -CH;
7N
Ry
No |Ad: R, R, R; Ry R’ R’, R’3; Ry
144 | lauberin -H -CH; -CH; -CH; -H -CH ; -H -CH;
145 | berberilaurin -H -CH ; -H -CH ; -H -CH; -H -CH ;

No Adi R
146 | osornin -H
147 | osornin, Ometil -CH;

Sekil 2.19 (devam). Berberis tiirlerinde bulunan bisbenzilizokinolin alkaloitlerinin

formiilleri
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Hj
H_?,S)

148

oblongamin

Sekil 2.19 (devam). Berberis tiirlerinde bulunan bisbenzilizokinolin alkaloitlerinin
formiilleri

Tablo 2.12. Berberis tiirlerinde ¢ok sik rastlanan bisbenzilizokinolin alkaloitleri

= - 2
N €} =
< o & = o :
E 2 2 z S =
> = = = —~ =
- = = = = =
= = = E = =
= 2 = = o =
Tiir S S < = = £
- P o T} = =
= 3 = £ = ——
aemulans 51%
aemulans 51 51
aggregata 56 45
amurensis 58 62, 65,195 |33, 38, 63,66 62
amurensis var. 52, 66 52
Japonica
angulosa 45 45 45
aquifolium 52 52
aristata 52,69 69 52,69
asiatica 52,66,78 52,6566,78
atrocarpa 195
baluchistanica 66 52 66
beaniana 45 45 45 45
boliviana 82 82 82 82 82 82

* Kaynak numarasi
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s S 3
E = z E = E
% = = = = =
= o~ = = [=] e
brachypoda 62, 195 62
brandisiana 83 83
bumeliaefolia 82 82 82
buxifolia
canadensis 45 45 45 45 45
candidula 45
candidula 45 51
cerasina 45 45 45
chilensis 196,197
chitria 88
circumserrata 62,195
coriaria 27 27
crataegina 96 96
cretica 98 98 98 98 98 98
dasystachya 51,62, 195
diaphana 62,195, 198
dictyoneura 56,62, 195 62
dictyophylia 195 45
dielsiana 104 104
dubia 62, 195 62
empetrifolia 105106
Jendleri 199 199
Jferdinandi-coburgii 62, 195 62
floribunda 66 66
Sfortunei 52 52
Jfrancesci-ferdinandi 56, 62, 66,
195
gagnepainii 195
giraldii 45 45
glauca 200

48




S 9 =
= = £ g = <
Tar s g = e £ g
= = 2 2 2 s
guinpelii 52 a2
gyalaica 62, 195 62
hakodate 52
hakodate 52
hauniensis 52 52
hemsleyana 195
henryana 62, 195
heterobotrys 109 109
heteropoda 52,110-112 | 112 52,193 45,110-112 110
iliensis 66, 195 114 114
integerrima 116,201,202 117,203 203
Jjaeschkeana 119
Jjamesiana 62, 195
Japonica 352 52
Jjohannis 195
i 121,122 45, 62, 45 45, 62
121,122,195
kansuensis 62, 195
kawakamii 66, 195 66
koetineana 45 45
koreana 66 66 131 131
lambertii 52, 66, 132 52, 66, 132
laurina 82 133,134
laxiflora 45 45 195 45
84,204 84 52, 66,84 | 84,207 84
lycium 119, 137,139
196, 204-20
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= =
> & =
3 3 5 = ]
e = = E < n
> E = E z =
5 S : : =
Tiir = g = % E £
= 2 b 3 2 ©
- [ = L =] -
mingetsensis 66 66
morrisonensis 66 66
) 45,116, 140]45, 140 195 45, 140 140, 208
nummularia
208
nutabilis 45 45 195 45
oblonga 141-143 141, 143 117
orthobotrys 196, 209 196, 209 196, 209
papillifera 45
paucidentata 82 32 82 82
petiolaris 52, 66, 146
51,62 51, 196
o 147-148
poirelil .
195-196
210
polyantha 62, 195
prattii 62, 195
pruinosa 51 195 51
pseudothunbergii 56
pseudumbellata 152 152
regeliana 63
sargentiana 62, 195, 211
serrata 52 52 45
sibirica 153 153
silvataroucana 62, 195
soulieana 62, 195, 198
stenophylia 45
swaseyi 52
taliensis 45 45 45 45
PR 65-66 65-66, 155 55,66, 155
L
s 196 196




] 9 =
= z 2 2 2 2
thunbergii var. 52% 52
maximowiczii
triacanthophora 195
tschonoskyana 66 52, 66
turcomannica 45, 156-160 [ 45, 159 45 45, 158 45
valdiviana 164 164
vernae 62, 195
virescens 52,162 52,162, 195
virgetorum 62, 195 62
52, 65-66, 6 52,65,66 (173,184 55, 66
162, 168,169 104, 119
vulgaris 170, 173,175 162,168-170
179, 182,184 173,179,182,
196,212 184, 196,213
. 214
wazaristanica 215
wilsoniae 45 185, 195 45 185
zabeliana 187

* Kaynak numarasi




Tablo 2.13. Berberis tiirlerinde bulunan diger bisbenzilizokinolin alkaloitleri

Tiir

actinacantha

baluchistanica

beaniana

boliviana

brandisiana

bumeliaefolia

buxifolia

chilensis

crefica
Sendleri

giraldii

elauca

horrida

integerrima

tetrandrin (130)

82

82

temukonin (120)

talrugosin (134)

82

98

199

talikberin, O-metil (141)

talikberin, izo-O-metil-
(139)

196
217

200

talikberin, 7-O-demetil-
(142)

196

200

talikberin, izo- (140)

196
217 | 217

200

osornin, O-metil- (147)

97

osornin (146)

50

84
97

oblongamin (148)

117

obamegin (133)

82

98

199

lauberin (144)

kalafatin-23-N-oksit (138)

218

kalafatin -2a-N-oksit (137)

kalafatin (136)

50*

84,85 218
87,97

196
218

92

kalafatimin (135)

85

196

espinin (118)

espinidin (119)

berberilaurin (145)

berbamunin, 2-nor- (117)

45

45

berbamin, 2’-N-metil-

(129)

berbamin, 2'-B-N-oksit-
(128)

83

belarin (143)

balukhistin (125)

188

196
216

aromolin, homo (124)

82

akantin, hidroksi-

117
118

* Kaynak numarasi



Iserewnu yeukey 4

(2]
a1

L1l

akantin, hidroksi-

8

aromolin, homo (124)

it

balukhistin (125)

61T

[

belarin (143)

berbamin, 2°-B-N-oksit-

(128)

8¢l

T
961

berbamin, 2°-N-metil- (129)

St

sr

St

St

5P

berbamunin, 2-nor- (117)

ey

berberilaurin (145)

0Tt

99
4y

espinidin (119)

0Tt

99
s

espinin (118)

kalafatimin (135)

kalafatin (136)

kalafatin -2c-N-oksit (137)

kalafatin-2B-N-oksit (138)

€el

99
7578

lauberin (144)

99

[4y

obamegin (133)

L1

oblongamin (148)

osornin (146)

osornin, O-metil- (147)

talikberin, izo- (140)

£91

talikberin, 7-O-demetil-
(142)

8¢l

61T
£l

99
A

talikberin, izo-O-metil-
(139)

€Ll

talikberin, O-metil (141)

6l

8

talrugosin (134)

£TT

temukonin (120)

A

tetrandrin (130)
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R‘rN

No |Ad: R, R, R, R, R’, R R,
156 | kiberin -CH; -CH, -H -H -CH -CH -H
157 |kalasin -CH; -CH; -H -H -CH; -CH, -CH,

Sekil 2.21 (devam).

AporfinBenzilizokinolin dimerlerinin formiilleri

Tablo 2.14. Berberis tiirlerinde bulunan aporfin-benzilizokinolin dimerleri

8 2 g
< 2 T 8
a - e e 5 £ g S | &
7 i st = 3 = £ =
=4 g = = 5 £ £ E | § B
= o = = £ = g E = S
Tir z £ 2 3 Z Z 2 2 :% Z
= £ g =z z g g g | £ &
actinacantha 50%
52, 66,
baluchistanica 227.229
calliobotrys 227,230 227,230|227,230| 230 230
darwinii 227,236
empetrifolia 227,231 105,106 | 231 227231
P 232,263
ilicifolia 113 113
Iycium 84 84
sl 209, 227 209, 227 209, 234 | 209, 234
RRQHYE 234 235 235
sibirica 153
valdiviana 227,231|236 231 227,236 | 164
wazaristanica 214,215 214,215
zabeliana 227,230

* Kaynak numaras:

Lh
L




2.6.1.12. Proaporfin-Benzilizokinolin (PABI) Dimerleri

PABI alkaloitleri BBI alkaloit tipi olan (+)-berbamunin veya yapisi buna yakin olan
alkaloitlerin molekiil igerisinde olusan oksitlenme sonucu meydana gelmektedirler.
Mineral oksitler ilave edildiginde dienolfenol gruplasmas: olmakta ve ABI alkaloitlerine
dontiglirler. Bu doniisimle yapilari hakkinda bilgi sahibi olunmaktadir. Proaporfin ve
benzilizokinolin yapisinin eter baglar: ile baglanmalar: sonucunda meydana gelirler (Sekil

2.22).

Sekil 2.22. Proaporfin-Benzilizokinolin alkaloitlerinin genel yapis1

Berberis’ lerden bu giine kadar elde edilmis ve yapilar1 belirlenmis PABI dimerleri

Tablo 2.15° de ve bu alkaloitlerin yapilan Sekil 2.23” de verilmistir.

No |Ad: R, R, R; R’ R’, R’;
158 | valdiberin, epi- -CH; -CH; -H -CH; -CHj; -H
159 | berbivaldin, epi- -CH ; -H -CH; -CH; -CH; -H
160 | valdivianin, epi- -CH; -CH; -CH; -CH; -CHj; -H

Sekil 2.23. Proaporfin-Benzilizokinolin dimerlerinin formdilleri



No |[Adi R R,
161 | pakistanamin -CH; -CH;
162 | berbivaldin -CH; -H
163 | valdiberin -CH; -H
164 | patagonin -CH; -CH,
165 | rupankamin -CH, -CH;
166 | valdivianin -CH; -CH -CH -CH -CH -H

Sekil 2.23 (devam). Proaporfin-Benzilizokinolin dimerlerinin formiilleri

Tablo 2.15. Berberis tiirlerinde bulunan Proaporfin-Benzilizokinolin dimerleri

S i = A @ L — o 3.
z | & AR - R SRR O
- - — ] : ] et el
=1 = = — — = = =
= = = S E £ = = =
Tiir £ 2 o = g g = = = =
L Tl TR e e R
actinacantha 227,228+* |1227,228 (227,228 |227,228 (227,228 |50 50
/ " 52, 66,
baluchistanica 227,229
boliviana 82
calliobotrys 230
congestiflora 92 92
empetrifolia 0 ar
mpetrifoli 931232 231,232
hakeoides 227,233 227,233 227,233 227233
Jjulianae 124
234,235
orthobotrys 209
valdiviana 227,231 231 227,231 | 164 227,231 | 227,231 227,231 |227, 236

* Kaynak numarasi




2.6.1.13. Sekobisbenzilizokinolin (SBI) Alkaloitleri

Bu grup alkaloitlerin ilk 6rmegi 1974 yilinda B. baluchistanica’ dan izole edilen
balukhistanamindir. Bu grup alkaloitlere BBI alkaloitlerinin oksitlenme iiriinleri olarak
bakilmaktadir. Bazen de karakoramin alkaloit yapisinin basit izokinolin alkaloitleri ile
kondenzasyonu sonucu olusmaktadirlar. Halka gruplari birbirlerine iki veya ii¢ eter

bag: ile baghdirlar (Sekil 2.24).
4 3 = 4
A g
—N] \ 7 7 7;—
1 ] ; S 1t
\( W O v
SR 6"@2”

3"

14 / 12 5"

3 &

-

Sekil 2.24. Sekobisbenzilizokinolin alkaloitlerinin genel yapisi

Berberis tiirlerinden bu giine kadar izole edilerek yapilan belirlenmis SBI

alkaloitleri Tablo 2.16° de ve bu alkaloitlerin formiilleri ise Sekil 2.25” de verilmektedir.

\>
2
]
ol
A

4
o

oy )

v iy
°C

No | Ad: R, R, R; R, R, R’; R, R’
167 | jelumin H -CH; -CH; -CH; -CH; -H -H -CHO
168 | cenabin H -CH; -CH; -CH; -CH; -CH; -H -CHO
169 | cenabinol -H -CH; -CH; -CH; -CH; -CH; -CH; -CH,OH
170 | cenabinol metil eter H -CH; -CH; -CH; -CH; -CH; -H -CH,OMe

Sekil 2.25. Sekobisbenzilizokinolin alkaloitlerinin formiilleri



OR; R0
RQ_‘N 0R4 (e} N_‘RI
R o
R';
No (Ad1 R1 Rz R3 R4 Rs RG R’l R,z R’;
171 | kurakautin H CH., <£H; CH; LH; €H, <H, CH; HO
172 | talkamin -H -CH; -CH; -CH; -CH; -CH; -CH; -CH; -CO,CH;
N-R
0
/0\/\/RI3
R'jol\)
No | Ad R] Rg R3 R’l R’z R’;
173 | punjabin -H -CH; -CH; -CH; -H -CHO
174 | gilgitin -H -CH; -CH; -CH; -H -CO,CH;

(0]

3CO
o N—CH;
0
CHO
HO

balucistanamin

(i
X N—CH;
0
‘\ CHO
‘ A

176 sindamin

Sekil 2.25 (devam). Sekobisbenzilizokinolin alkaloitlerinin formdilleri
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Tablo 2.16. Berberis tiirlerinde bulunan sekobisbenzilizokinolin alkaloitleri

s
5
@ 5
= s "
e = ;“ . w— —_— _— 3
‘= = —_— e ; == o — (2] =l o
52 e teall B B8 | 22|28
28 || B2 El < = = = E =
Tiir 2L |22 28 | = £ = Z =z & g
22 leslmeldeil B i B2 | 2
22 | 88| 88 4 ) 2, Z 2 = £
! X 66*%,188,
baluchistanica
224226
brandisiana 225 225
buxifolia 97 97
84,204, | &4, 84, 84, 84, 84,
lycium 226 207 204 207 204, 204
226

* Kaynak numarasi

2.6.2. Berberis Tiirleri Uzerinde Yapilmis Miktar Tayini Calismalar

Tiirkiye’ de yapilan bir ¢calismada B. crataegina, B. cretica ve B. vulgaris’ in toprak
alti kisimlar1 kullanilmistir. Burada berberin ITK ile ayrlip, bu leke metanol ile eliie
edilerek 350 nm de spektrofotometrede miktar tayini yapilmistir. Berberin miktarlan B.
crataegina’ da %0.36, B. cretica’ da %0.54 ve B. vulgaris’ te %0.77 olarak bulunmustur.
Ayrica bitkilerin icermis olduklar toplam alkaloit miktarlar: da sirasiyla %1.08, %1.28 ve
%1.27 olarak belirtilmistir (94).

Berberis tiirleri ile yapilan bir ITK ¢alismasinda C;H:MeOH (90:10) sisteminde
berberin ayrilmis ve spektrofotometrik caligma sonucunda miktarlar belirlenmistir. Bu
calismada farkli yiiksekliklerden toplanmis bitkilerin berberin miktarlar1 belirlenmis ancak
yontem hakkinda fazla ayrinti verilmemistir. B. lycium, B. asiatica, B. chitria, B.
napalensis, B. kumaonensis, B. vulgaris, B. aristata ve B. jaeschkeana tlirlerinin
degerlendirildigi bir ¢alismada, koklerde %5-19, gévdede %0.1-0.7 ve yapraklarda %0.1-
0.8 berberin bulunmustur. En yiiksek berberin miktarinin ise B. lycium’ da bulundugu

bildirilmistir (71).
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BuOH:AcOH:H,0 (7:1:2) ve dietilamin:siklohekzan (1:9) sistemlerinde ¢ift yonlii
yiriitme isleminden sonra kisa dalga boyunda UV lamba altinda incelenmis olan ve B.
asiatica’ da %2.45-2.55 oraninda berberin bulundugu belirtilmistir. Bunun yani sira

palmatin, jatrorhizin ve magnoflorin de teshis edilmistir (79).

Berberis juliana ile yapilan diger bir ¢alismada ise kok, gévde ve tohumlarda
berberin miktarlar sirasiyla %5.3, %1.1, %0.02 ve jatrorhizin miktarlan da %0.79, %0.64,
%0.007 olarak bulunmustur. Bu ¢alismada da ITK yontemi kullanilmistir (126). Yine
spektrofotometrik bir calisma sonucunda B. croatica kok kabugunda %2.6 berberin

bulundugu kayithidir (100).

ITK ile yapilan iki farkli calismada da alkaloit miktarlar: toprak alti ve toprak {istii
kistmlarinda belirtilmistir. Ik calismada B. dielsiana ve B. vulgaris karsilastirilmistir.
Toprak ustii kisimlarinda sirasiyla berbamin+toksiakantin %2.4-1.7, berberin+palmatin
%2.7-2.7, fenolik bazlar %0.4-1.1, toplam alkaloit miktarlan ise %S5.5-5.5 olarak
bulunmustur. Toprak altt kisimlarinda ise sirasiyla berbamintoksiakantin %3.2-4.8,
berberin+palmatin %3.9-5.0, fenolik bazlar %0.8-2.9, toplam alkaloit miktarlar1 ise %7.9-
12.6 olarak kayithidir (104, 182).

Ayni metod ile yapilan ikinci c¢alismada da B. virescens ve B. vulgaris
karsilastirilmistir. Toprak iistli kisimlarinda sirasiyla berbamintoksiakantin %3.71-1.66,
berberin+palmatin %3.05-2.68, fenolik bazlar %0.67-1.09, toplam alkaloit miktarlar1 ise
%7.43-5.43  olarak  bulunmustur. Toprak alti kisimlarinda ise sirasiyla
berbamin+oksiakantin %5.26-4.75, berberintpalmatin %5.93-5.0, fenolik bazlar %1.43-
2.87, toplam alkaloit miktarlar1 ise %12.62-12.62 olarak kayithdir (162).

Japonya’ da yapilan bir calismada ise B. amurensis var. japonica’ nin kokleri ve
gdvde+dallarindaki berberin miktarlarinin sirasiyla %0.34, %0.24; palmatin miktarlarinin

ise sirasiyla %0.69, %0.51 oldugu belirtilmistir (67).

Bir hiicre kiiltiirii calismasinda elde edilen alkaloit ekstreleri Yitksek Basin¢h Sivi
Kromatografisi yontemi kullanilarak C,; kolonda %0.01 A/ H,PO,:MeCN gradient

sisteminde ayrilmis (282 nm) ve miktarlar belirlenmistir (45).
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2.7. Berberis Tiirleri ile Tiirkiye’de Yapilmig Calismalar
Berberis tiirleri ile tilkemizde yapilmis galismalar ¢ok azdir.

B. crataegina ve B. cretica tiirleri polifenolik bilesikleri bakimindan incelenmis ve
bu tiirler hem kimyasal olarak polifenolik bilesikleri bakimindan hem de morfolojik olarak
kargilagtinlmistir. Meyvalar ve yapraklar ile yapilan bu ¢alismada yapraklardan iki fenolik
asit (kafeik ve klorojenik asit), ti¢ flavonoit (rutin, kersetin ve yapisi belirlenmemis bir C-
glikoziti), meyvalardan ise dort antosiyanin (delfinidin 3-glikozit, petunidin 3-glikozit,

peonidin 3-glikozit) elde edilmistir (23, 267).

Diger bir ¢alismada ise B. cretica bitkisinden yeni bir fenantren alkaloiti olan

koridinmetin, ayrica berberin, palmatin ve jatrorhizin izole edilmistir (98).

Spektrofotometrik olarak berberin ve total alkaloit miktarinin belirlendigi ¢calismada
B. crataegina, B. cretica ve B. vulgaris ’in toprak alti kisimlari ile calisilmistir.
Bitkilerdeki berberin miktarlar1 % 0.36-0.77 ve total alkaloit miktarlar1 ise % 1.08-1.27

arasinda bulunmustur (94).

B. crataegina ile yapilan bir yiiksek lisans tezinde de koklerde berberin, palmatin,
jatrorhizin ve magnoflorin varlig: ITK ile saptanmistir. Daha sonra berberin izole edilerek
bu alkaloitin miktar1 spektrofotometrik 6lglimler sonucunda % 2.24 olarak bulunmustur.
Bu calismada ayrica sulu ekstre, alkaloit fraksiyonu ve berberin’in antifungal ve

antibakteriyel etkileri ve hipoglisemik aktiviteleri incelenmistir (268).

YBSK ile yapilan bir ¢alismada ise B. crataegina yapraklarindaki askorbik asit
miktar1 % 0.0025 olarak bulunmustur (19).

2.8. Berberis Tiirlerinin Biyolojik Etkileri
2.8.1. Berberis Tiirlerinin Etnomedikal Kullanimlar:

Berberis cinsine dahil olan tiirler hem tilkemizde hem de diinyanin pek ¢ok
iilkesinde uzun yillardan beri halk arasinda cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilagelmistir. Bu bitkilerin etnomedikal kullanimlarina ait literatiirlerde rastlanan

bilgiler agagida verilmektedir.



Berberis vulgaris (Amberparis kokii)

Ulkemizde kok ve kok kabuklarindan hazirlanan % 2’lik infiizyon giinde 2-3
bardak i¢ildiginde istah acici, ates diisiirticti ve kuvvet verici olarak kullanilmaktadir
(5). Izmir yoresinde karaciger ve safra kesesi hastaliklarinda kullamilir (269).
Kabuklar entiemetik, kolagog ve tonik etkilere sahiptir. Ayrica Leishmania donovani
ye karsi toksiktir. Bobrek taslarinda, sarilik, Malarya ve kolesistit tedavisinde de
kullanildig: kayithidir (10, 13).

Karaciger ve safra kesesi hastaliklarinda da kullanilmaktadir. Kurutulmus
koklerden hazirlanan tentlir intestinal kanaldaki enflamasyonlarda, eklem
romatizmasinda, siyatikte ve bobrek iltihaplarinda kulanildii kayithdir (6).
Meyvelerinden hazirlanan surup ve dekoksiyon ise nezle ve Oksiiriik tedavisinde

kullanilmaktadir (6, 7).

Koklerin damar daraltici, safra soktiiriicti etkilerinin yaninda inflizyon ve

dekoksiyon halinde yiiksek dozlarda miishil etkisi de vardir (79).

Kok kabuklar1 “Berberis” diye bilinen ofisinal drogu verir. Ayrica meyve,
yaprak ve govde kabuklari da kullanilmaktadir. Meyvelerin tat verici olarak
corbalarda, yapraklarin ise akne tedavisinde kullamildig: kayithidir. Hintliler kdk ve
kabuklar1 iilser tedavisinde ve mide eksimelerinde ayrica romatizmada
kullanmaktadirlar. Koklerden hazirlanan dekoksiyon &kstiriikte, bobrek ve karaciger
hastaliklarinda ayrica kesik ve berelerin yikanmasinda kullanmaktadirlar. Yiiksek
dozlarda uygulandiginda toksik etki olarak sulu diare ve karin agrilarina neden

olmaktadir (4).

Bitki artrit, bronsit, diare, gut, romatizma, lumbago, hepatit, sarilik, tiiberkiiloz,
tifiis ve ilser tedavisinde de tavsiye edilmektedir. Ruslar ise bitkiyi hemoraji, metoraji,
safra kesesi hastaliklar1 ve hipertansiyonda kullanmaktadirlar. K&k kabuklarindan
hazirlanan tentiir artrit, safra kesesi ve bobrek hastaliklari, lumbago, nevralji, géz
hastaliklari, romatizma ve tiimér tedavisinde kullanilan homeopatik ilaglarin terkibine

girer (9, 10).



Bilesiminde yer alan berberin ise bakteri ve protozoalar igin genis spektrumlu
bir antibiyotiktir. Berberin siilfat B1, RB ve PSI13 tiim6r sistemlerine etkilidir.
Oksiakantin ise KB tiimorlerinde aktiftir. Berberinin intrakutan enjeksiyonlarinda lokal

anestezi ve hiperpigmentasyon meydana gelebilir (9).

British Herbal Pharmacopoea’ da (13) Bu tiiriin safra soktiiriicii ve antiemetik

etkileri kayitlidir. Hazirlanan tentiir ise akut bébrek agrilarinda kullanilmaktadir (3).

1957 yilinda Sovyetler Birligi Saglik Bakanligi B. vulgaris yapraklarindan
hazirlanan dekoksiyonun kullanimina izin vermistir. “Kolelitin” adindaki baska bir
preparat karaciger hastaliklarinin tedavisinde, safra kesesi taslarini diisiiriicii olarak,
kolesistit ve sarilik tedavisinde kullanilmaktadir. Bu preparatin terkibinde de B.
vulgaris kok ve kabuk ekstreleri vardir. 1962 yilinda da berberin siilfat kolagog olarak

kullanima sunulmustur (1, 2).
Berberis crataegina (Karamuk, Diken izlimii)

Tiirkiye’nin ihrag {iriinlerinden olan meyveleri idrar arttirici, balgam soktiiriicii
olarak infiizyon halinde kullanilir. Sivas yoresinde taze ve kuru meyvelerden
hazirlanan hosaf, surup veya Garas (kara as) ismi verilen tath gida olarak, yapraklar ise

pilav yapiminda kullanilir (5).

Konya’ da koklerden hazirlanan dekoksiyon dahilen olarak hemoroitte,
hayvanlarda idrar yollar1 agrilarinda ve dokumacilikta sar1 yiin boyamada kullanilir.
Ayrica kok kabuklar1 kaynatilip g6ze damlatildiinda kasinti ve kizarikliklan
gecirmektedir. Karadeniz bolgesinde ise kokler kaynatilir, ekstre 1 gece sogutulur ve
oral olarak giinde 3 kez alinarak anal fistiillere kars: kullanilir. Biiyiikbas hayvanlarda
ise koklerden hazirlanan dekoksiyon antelmentik etkilidir. Ayrica hayvanlarda sarilik

tedavisinde de kullaniimaktadir (269).
Berberis asiatica (Hindistan berberisi, Chutro)

Hindistan’ da kdk kabuklarindan hazirlanan ve “Rusat” adi verilen ve bol

miktarda berberin iceren koyu kahve rengi ekstre astrenjan olarak kullanilir (8).
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Nepal” de 500 g dogranmis gévde kabuklar1 5 L su ile suyun yarisi uzaklasana
kadar kaynatilir. Filtre edildikten sonra tekrar viskoz bir hal alana dek kaynatilir. Bu
tirline “khoto” denir. Bu {irliniin 3 g1 oral olarak 24 giin siire ile giinde 3’ er kez sicak
su ile ates duisiirticli olarak kullanilir. Ayrica bu iiriin su ile pasta yapilarak g6z kapagi

irritasyonlarinda uygulandiginda kizarikliklar1 gecirmektedir (270).

Yine Nepal’ de, halk arasinda, 20 g gdévde kabugu 600 mL su ile 200 mL kalana
dek kaynatilir. Bu dekoksiyon bal ile birlikte giinde 2 kez olmak lizere 2 veya daha ¢ok
hafta uygulandiginda spermatore’ ye 1yi geldigi belirtilmistir (271). Himalayalarda kdk

ve rizomlar diare ve goz hastaliklarinda kullanilmaktadir (10).
Berberis aristata (Darlahad, Rasaut)

Bu tiir Nepal’ de g6z hastaliklarinda kullanilan Berberis olarak bilinir. Aci
toniktir. Ayrica kurutulmus gdvdesi diaforetik ve antiperiyodik olarak kullanilir (8).
Tereyagi ve sapla veya Opium ve limon suyu ile karistirilip g6z hastaliklarinda ve géz
iltihaplarinda haricen goéz kapagina uygulanir. Konjonktivitte ise siit ile karistirilarak
verilmektedir (272). Tohum, kok, kabuk ve meyveleri tonik, astrenjan, ates diistirtici,
laksatif etkilidir ve karaciger hastaliklar1 ile menorajide kullanilmaktadir (3).
Himalayalarda k&k kabuklar1 diare ve g6z hastaliklarinda tavsiye edilmektedir (10).
Kuru kok ve kabuklar Pakistan’da ise sarilik ve deri hastaliklarinin tedavisinde

kullanilmaktadir (273).
Berberis amurensis

Bu tiir Uzak Dogu’ da yetismektedir. Meyve, yaprak ve kokleri halk arasinda
hipertoni ve karaciger hastaliklarinda kullanilmaktadir. Yapraklardan hazirlanan tentiir
ise metrorhaji de etkili oldugu kayithidir (59). Cin’ de ise bitkinin toprak dsti

kisimlarindan hazirlanan dekoksiyon kansere kars: kullanilir (274).
Berberis aquifolium

Bitki entiemetik ve laksatif etkilidir. Nezle, gastrit ve ekzema tedavisinde ya
dekoksiyon halinde ya da % 25’ lik alkolle 1:1 oraninda hazirlanmis ekstreden 12 mL

dozda alinir (13).



Yiiksek miktarda berberin ve oksiakantin tagiyan koklerden hazirlanmis ekstre

psoriasis ve frengi tedavisinde ve tonik olarak kullanilir (8).

British Herbal Pharmacopoea’ da (13) bu tiiriin nezle tedavisinde kullanildigi ve
hafif laksatif oldugu kayithdir (3). Bitkinin kékleri Amerika’ da sicak ekstre seklinde

kansere kars: kullanilmaktadir (275).
Berberis chitria (Chotra, Chetai)

Hindistan’ da kokler lokal olarak g6z enfeksiyonlarinda, epilepside ve yaralarin
tedavisinde kullanilmaktadir (90, 191). Kurutulmus kabuklar ise Nepal’ de goz
hastaliklarinda ve peptik {ilserde kullanilir (276, 277).

Berberis sibirica

Sibirya, Orta Asya, Kazakistan, Cin ve Mogolistan’da yetismektedir. Kokler
halk arasinda sarilik, tiiberkiiloz ve nezle tedavisinde, gastrointestinal hastaliklarda ve
hemostatik ajan olarak kullanilmaktadir. Yapraklarin ise metrorhaji tedavisinde

kullanildigi kayithdir (153, 153).
Berberis lycium

Pakistan’ da dogal olarak yetisen bir tiirdiir. Koklerinden hazirlanmis ve
konsantre edilmis yar1 akici sulu ekstre “Rasaut” adini alir. Bu ekstre tonik ve ates
diistiriicii olarak ve ayrica gastrit ve duodenal tilser tedavisinde kullanilir. Kurutulmus

kok tozlar siit ile alindiginda romatizma ve kas hastaliklarinda etkilidir (137).
Berberis valdiviana

Sili’ de halk arasinda soguk alginligi, mide ve karaciger hastaliklarinda

kullanilir (164).
Berberis virgetorum

Bu tiir Cin’ de dizanteri, diyare ve hepatitte ayrica agiz mukoza iltihaplarinda

ve tiroit bezi enfeksiyonlarinda kullanilir (165).
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Berberis soulieana ve Berberis wilsonae

Antibakteriyel ve antifungal etkileri vardir. Igerdikleri palmatin antifungal

aktiviteye sahiptir. Berbamin ise hipotansif bir alkaloittir (32).
Berberis integerrima ve Berberis nummularia

Halk arasinda bu tiirlerin k&k, dal, yaprak ve meyveleri kalp-damar hastaliklari,
midebarsak hastaliklar1 ve psikolojik rahatsizliklarda kullanilirlar. Ayrica romatizma
ve kiriklarda da kullanildiklar: kayithdir. Kok ile dal kabuklari ve yapraklardan
hazirlanan dekoksiyonun hemostatik etkisi vardir. Meyveler ise kandaki pihtilagsmay:
azaltir (116). Dogal olarak yetisen biitlin Berberis tiirleri yorelerinde benzer amaglarla
kullanilmaktadir. Berberis kokleri dokumacilikta sari boyamada kullanilmasina

ragmen rengin giineste agilmas: nedeni ile tercih edilmemektedir.

2.8.2. Berberis Tiirlerinin Farmakolojik Ozellikleri

Dolasim Sistemi Uzerine Yapilmis Calismalar:

B. integerrima’ nin yapraklarindan hazirlanmis total alkaloit fraksiyonu hipotansif
ve periferal adrenolitik etki gdstermistir (203). Cin’ de yapilan bir ¢alismada B. poiretti
koklerinin aktif bilesenleri belirlenmistir. Berberin, berbamin, palmatin ve jatrorrhizin
denenmistir. Bu calismada berbamin' in, kalsiyum kanal blokérii (ICg,= 3.10° M) olarak en
aktif bilesen oldugu bulunmustur. Ayrica berbaminin antiaritmik etkisinden de s6z
edilmektedir (147, 278). B. Iycium’ dan seyreltik asetik asit ile hazirlanmis (pH 6.5)
alkaloit c¢ozeltisinin farmakolojik aktivitelerine bakilmistir. 5 ve 10 mg/kg dozlarda i.v.
olarak kopeklere enjekte edildiginde kan basincinda hizli bir diisme gozlenmistir. Izole
tavsan kalbinde depresan aktivite gostermistir. Bu etki alkaloit uygulanmasindan hemen

sonra baslamig ve i.v. olarak ardisik uygulamada tasiflaksi gelismistir (206).

Pakistan’ da ise B. Iycium’ dan izole edilen berbaminin hipotansif aktivitesi
incelenmistir. Kediler ve izole organlar iizerinde yapilan bu ¢alismada berbaminin anlamh

diizeyde hipotansif aktivite gosterdigi kayithdir (279). Cin’ de yapilan bir ¢alismada in
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vitro ve in vivo olarak berberinin ventrikiiler kaslarda depolarizasyon siiresi iizerine etkisi

incelenmistir. Berberin bu siireyi kisaltarak antiaritmik aktiviteye neden olmaktadir (280).

Diger bir calismada B. chilensis’ ten izole edilmis 7-O-demetilizotalikberin adli
bisbenzilizokinolin alkaloitinin kurbaga kalbindeki pacemaker hiicreleri iizerine olan etkisi
aragtirilmigtir. 1.10* M dozda uygulandiginda gecis hiicrelerinin aksiyon potansiyellerini
bloke etmistir. Bu etkinin verapamil ile benzer oldugu belirtilmigtir (281). Aym alkaloitin
kardiodepresor etkisi de diger bir ¢alismada kayitlidir. Izole domuz atriumunda negatif
inotropism ve kronotropism (ICs= 1,5. 10 ve 1,8. 10* M, sirasiyla) gostermistir. Burada
alinan sonuglar terapdtik kullanim igin bir 151k tutmaktadir (282). Diger bir ¢alismada O-
metilizotalikberinin hipotansif etkileri gosterilmistir. Bu alkaloit kimyasal yap:1 olarak
dogal orjinli kalsiyum antagonistlerine (berbamin, tetrandrin, 7-O-demetiizotalikberin, vb.)
benzerlik gostermektedir. Alkaloit 1, 2.5, 5, 7.5 ve 10 mg/kg dozlarda sigan femoral
veninden uygulanmistir. Arterial basingta uygulanan dozlara gore sirasiyla % 5.8, % 10.1,
% 35.6, % 67.9 ve % 60.5 oraninda diisme gézlenmistir. Hipotansif aktivite 5 mg/kg i.v.

uygulamada 5 saniye i¢inde baslamig ve 120 saniye sonunda bitmistir (283).
Karaciger ve Safra Kesesi Uzerine Yapilmis Cahsmalar:

Berberis tiirleri halk arasinda karaciger ve safra kesesi hastaliklarinda
kullanilmaktadir. Buna yonelik yapilan farmakolojik c¢alismalarda da karaciger koruyucu

etkileri bulunmustur. Bu konuda literatiirlerde rastlanan galismalar asagida verilmistir.

Parasetamol ve CCl, ile tahrip edilmis karacigerlere B. aristata meyvelerinden
hazirlanmis metanol ekstresi uygulanmigstir. Parasetamol 1 g/kg dozda % 100 6liime neden
olurken 500 mg/kg dozda ekstre ile hayvanlara uygulandiginda 6liimlerde % 10 azalma
gbzlenmistir. Bu calisma ile B. aristata meyve ekstresinin hepatoprotektif etkisi
gosterilmistir (284). Yapilan diger benzer bir ¢alismada ise B. aristata’ nin yapraklarindan
hazirlanmis metanol ekstresi asetaminofen ile olusturulmus hasarli sican karacigerlerine
uygulandiginda hepatoseliiler membran {izerinde bir onarci etkinin oldugu ve bdylece

karaciger koruyucu etkinin ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (227).

Hindistan’ da yoksulluk nedeniyle yasam sartlarinin diistikligiinden ¢ok ¢esitli akut
hepatit vakalar1 gdzlenmektedir. Bu konuda yapilan bir calismada B. aristata’ nin hepatite

kars: olan etkileri gosterilmistir (264).
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Antimikrobiyal ve Antibakteriyal Caliymalar:

Bu konudaki ¢alismalar ya direkt bitki ekstreleri ile ya da bu bitkilerden izole

edilmis alkaloitler ile yapilmustir.

B. asiatica’ dan hazirlanmis ekstrenin Staphylococcus pneumoniae’ da etkili oldugu
kayithdir (285). B. aristata’ nmin ise bakteriyal diare ve kolera kemoterapisinde
kloramfenikol yerine kullanildig1 belirtilmektedir (65). Hindistan’ da B. aristata antiseptik
bir krem olan Herbinol’ iin bilesimine girmektedir (286). B. chitria’ nin kurutulmus
koklerinden hazirlanan benzen, etanol ve su ekstreleri 500 kg/disk konsantrasyonlarda disk
difiizyon yontemi ile test edilmistir. Staphylococcus aureus, Bacillus proteus, Escherichia
coli, Klebsiella aerogenes, Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella typhi ile yapilan
calismada benzen ekstresinde hig bir etki gézlenmezken etanol ekstresinde ortalama 14-20
mm, su ekstresinde 10-13 mm’ lik bir inhibisyon zonu olusmustur. Bu sonuglara gére su ve
etanol ekstrelerinin g6z enfeksiyonlarinda veya konjonktivitte kullamlabilecegi
gosterilmistir (287). Hindistan’ da yapilan bir calismada B. chitria kéklerinden hazirlanan
alkol ve su ekstreleri Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus proteus,
Salmonella typhi ve Pseudomonas pyocyanae lizerinde denenmis ve alkol ekstresinin daha

etkin bir antimikrobiyal ajan oldugu belirtilmistir (288).

Diger bir calismada berberin ve B. vulgaris’ den hazirlanmis tentliriin
antimikrobiyal etkileri incelenmistir. Candida tiirlerinde 20-25 mm’ lik bir inhibisyon zonu
gozlenirken diger mikroorganizmalarda bu zon kiiglilmektedir. Bununla beraber
Staphylococcus aureus, Sarcina lutea, Bacillus cereus ve Klebsiella pneumoniae lizerinde
de etkili oldugu godzlenmistir. Berberis tentiirli Sarcina flava, Serratia sp. ve Providentia
stuardii (%12.5) tizerinde yiiksek hassasiyet gOstermistir. Candida tropicalis, Proteus
morganii ve Escherichia coli ise %25’ lik Berberis tentiirii diliisyonunda tirememislerdir.
Candida albicans, C. krusei, Sarcina flava, Providentia stuardii, Proteus morganii ve
Escherichia coli ise berberin kloriiriin % 25° lik seyreltik ¢ozeltisinde tirememislerdir.
Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus tiirleri lizerinde stok ¢ozeltiler dahi etkili
degildir. Bu calismada Berberis tentiiriintin berberinden daha etkili oldugu gosterilmistir
(183).
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Berberin alkaloitleri pek ¢ok fungus ve protozoa iizerine etkilidir. Antibakteriyal

aktivite konusunda ilk sistematik arastirma berberin kloriir, iyodiir ve palmatin iyodiir ile

Vibrio, Eberthella, Salmonella ve Escherichia tirleri {izerine yapilmistir. Berberin

klortirtin pH 5-9 arasinda antibakteriyal aktivitesi oldugu saptanmstir (65). Kloramfenikol

referans maddesine gore berberin kloriir en yiiksek aktiviteyi Staphylococcus epidermitis,

Neisseria meningitidis, Escherichia coli lizerinde, oksiakantin kloriir ve kolumbamin

klortir ise Basillus subtilis ve Colpidium colpoda tizerinde gGstermistir (289). Berberis

tiirlerinde bulunan ana alkaloitlerin en diisiik inhibisyon konsantrasyonlar1 (png/ml) asagida

verilmistir:

Organizmalar berberin | jatrorrhizin | izotetrandrin | berbamin | oksiakantin | magnoflorin
(65, 290) (290) (290) (290) (290) (290)

Bacillus pumilus 25

Bacillus subtilis 23 >100

Bacillus anthracis 500 500 123

Staphylococcus aureus 6.250 >100 125250 250500 500 >100

Stophylococcus epidermidis 125 125 125

Streptococcus pyogenes 12.5

Escherichia coli 50>100 >100 1000 1000 1000 >100

Klebsiella pneumoniae 25 500 500 500

Shigella boydii 12.5

Vibrio cholerae 2550

Bacillus cereus 50

Corynebacterium diphtheriae 6.2

Pseudomonas pyocyanea >100

Pseudomonas fluorescens >100

Salmonella paratyphi >100

Salmonella schottmuelleri >100

Salmonella typhimurium >100

- >{00 Bu alkaloitler i¢in denenmemistir.

Staphylococcus albus 50

Vibrio cholerae 50

Xanthomonas citri 3.1

Xanthomonas malvacearum 6.2

Xanthomonas campestris 125

Erwinia carotovora 100

Pseudomonas mangiferae >100

Pseudomonas solanacearum >100

Candida utilis 12.5

Candida albicans 12.5

Candida tropicalis 3.1

Sporotrichum schenkii 6.2
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Gastrointestinal Sistem Uzerine Yapilmis Calismalar:

Kediler {izerinde yapilan bir calismada B. vulgaris kabuklarinin gastrointestinal
hastaliklar tizerinde etkili oldugu belirtilmektedir (291). Bitkisel triinlerle ilgili bir
calismada Eimeria tenella’ ya karst B. asiatica’ min antiparaziter aktivite gdsterdigi
belirtilmektedir (292). Rusya’ da ise B. heterobotrys preparatlarinin antelmentik aktivitesi

calisilarak terapétik olarak kullanilabilecegi savunulmustur (293).

B. aristata’ nin Entamoeba histolytica’ ya kars1 antiamebik aktivitesi etanol ekstresi
kullanilarak in vivo ve in vitro olarak ¢alisiimigtir. Bu ¢aligmada DNaz, RNaz, aldolaz,
alkalen fosfotaz, asit fosfotaz, a—amilaz ve proteaz enzimlerini inhibe ettigi gézlenmistir
(294). B. agristata’ nin hemoroit tedavisinde de kullanilabilecegi kayitlidir (295). Bu konu
lizerinde yapilan diger bir ¢calismada ise berberin sicanlara 100 mg/kg dozda 10 giin siire ile
uygulandiginda intestinal amebiyaziste % 80 iyilesme g6zlenmistir. 1-10 pg/ml dozlarda
izole domuz ileumunda spazmojenik cevabi arttirirken, 20-100 pg/ml dozlarda spazmolitik
etki gostermistir. Hem domuz ileumunda hem de kurbaga rektum kasinda asetilkolinin

cevabini bloke etmistir (296).

Hindistan’ da ve Cin’ de modern tipta berberin diare tedavisinde kullanilmaktadir.
B. aristata’ dan elde edilen berberinin tavsan barsak modelinde Vibrio cholerae ve
Escherichia coli tarafindan enterotoksin sekresyonuna karsi olan inhibisyonu ¢alisilmistir.

Berberin bu enterotoksinlerin sekresyonunu %70 oraninda inhibe etmistir (297, 298).

Cin’ de yapilan bir ¢aligmada, berberinin antidiyareik ve antienflamatuar aktivitesi
incelenmistir. Berberin siilfat 40 ve 80 mg/kg (i.g.) dozda Hint yag1 veya Cassia
angustifolia yapraklarinin farelerde meydana getirdigi miishil etkisini yok etmistir.
Farelerde % 0.7 asetik asit verilerek arttirllmis vaskiiler permeabiliteyi berberin 60 mg/kg
(i.g.) dozda anlamh 6lgiide inhibe etmistir. Sicanlarda ise 100 pg/0.1 ml ic. histamin
verilerek arttirilmis olan vaskiiler gegirgenligi berberin 20 ve 50 mg/kg (s.c.) dozda inhibe

etmistir (299).

Berbamin tavsan ileumunda gevsetici etki gstermistir (300).
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Ureme Organlari Uzerine Yapilmis Calismalar:

Berberin alkaloitlerinin uterus uyarici etkisinin olabilecegi g6sterilmistir. Berberin
tasiyan bitkiler halk arasinda antifertilite amactyla kullanilmaktadir. B. aristata’ min su
dekoksiyonu halk arasinda abortif olarak kullamilmaktadir. Tersiyer ve katerner berberin tip
alkaloitler izole fare uterusunda kasilmalara yol agmugtir. Katerner grup alkaloitler uterusta
kasilma yaparken izole fare barsaginda zayif spazmolitik aktivite gdstermistir. Buna
karsilik tetrahidro tiirevleri gii¢lii papaverin benzeri etki gostermistir. Bunlarin uterus
tizerindeki kontraktif etkileri ise gecicidir. Uterusta maksimum kasilmay: gergeklestiren en

diisiik alkaloit konsantrasyonlar: agagida verilmistir (65):

Alkaloitler Konsantrasyon (g/ml)
berberin kloriir 2.107
palmatin kloriir 5. 167
jatrorrhizin kloriir 7.5.10°
dehidrokoridalin kloriir 7,5. 107
dihidroberberin kloriir 2: 107
dihidropalmatin kloriir 510
canadin 5.10%
tetrahidropalmatin 75107
tetrahidrojatrorrhizin 2,5-5.107

B. amurensis’ den hazirlanan dekoksiyon izole kedi uterusunda kas tonusunu
arttirmustir. B. vulgaris’ in yapraklarindan ve dal kabuklarindan hazirlanmis aseton ekstresi
in vivo olarak yapilan bir ¢alismada domuz, kedi ve tavsan uteruslarinda kasilmalara neden
olmustur. Ayrica B. tschonokyana’ nin total tersiyer alkaloit fraksiyonu ve berberin tip

alkaloitlerin uterus {izerinde antikonviilsan etkisinin oldugu da belirtilmektedir (67).

Hindistan’ da yapilan bir ¢alismada B. pseudambalata’ nin oksitosik (dogumu

kolaylastirict) etki gdsterdigi saptanmistir (301).

Hindistan’ da B. aristata Leucosol-H adli kompleks bir ilacin terkibine girmekte ve

16kore tedavisinde kullanilmaktadir (302).



Enzimler ve Reseptorler Uzerine Yapilmis Cahsmalar:

Japonya’ da yapilan bir ¢alismada berberin tip alkaloitlerin elastaz tlizerine etkileri
incelenmistir. Bu alkaloitlerin elastaz {izerine inhibitér etkisi vardir. Berberin kloriir her iki
enzimde de elastolitik aktiviteyi inhibe etmektedir. Fakat tetrahidroberberin boyle bir etki
gdstermemistir. Katerner azot atomu tasiyan alkaloitlerin ise bu inhibisyonda énemli rolii

vardir (303).

Berberin ve palmatin bocekler ve omurgali canlilar iizerine toksik etkilidir ve
bakteri, fungus ve virlislerin ¢ogalmasini inhibe eder. Bu caligmada asetilkolin esteraz,
butirilkolin esteraz, kolinasetil transferaz, o, ve a,-adrenerjik, nikotinerjik, muskarinerjik
ve serotonin, reseptorlerinin etkilendigi g6sterilmistir. Berberin ve palmatin o, -reseptorler
lizerine ¢ok aktiftir (IC,, 476 ve 956 nM, sirasiyla). Ayrica berberin DNA sentezini inhibe
eder, DNA eklemesi yapar ve transkriptaz: geri ¢evirir (304).

Diger bir c¢alismada dana albumini ile berberinin birbiri ile etkilesmesi
incelenmistir. B. aristata’ dan elde edilen berberin saf dana serum albumini ile
baglanmistir. Protein molekiiliinde 32 bdlgeden baglanma olur. Baglanmamig berberin jel
filtrasyon ile ayrilir. Bu baghh kisim in vitro olarak tripsin ve kemotripsini %32-61

(sirasiyla) oranlarinda inhibe etmistir (71).

Berberinin  izole organlarda antagonistik aktivitesi degerlendirilmistir.
o—adrenoseptor alt tipleri ayri ayr incelenmistir. o,—adrenoseptér sigan ve tavsan
aortalarinda, o,—adrenoseptér ise domuz ileum preparatlarinda incelenmistir. Once
postsinaptik o,—adrenoseptdr sonra presinaptik o,—adrenoseptor etkilenmistir. Berberin
a.—adrenoseptor alt tipleri tizerinde spesifik bir etki gostermemistir. Sadece «, tipi i¢in hafif
bir etki vardir. Ayrica, sican aortasinda o,—adrenoseptorlerin farklilagsmasina neden

olmustur (221).
Sitotoksik Caligmalar:

Berberis tiirlerinden izole edilen berbamin sican ve kopekler tizerinde 16kojenik
etkiler gostermistir. Berbaminin kanser kemoterapi ve radyoterapisinde kullanilabilecegi
savunulmustur. 405 klinik hasta iizerinde yapilan deneylerde berbamin verildiginde 16kosit

sayisinda diisme gézlenmistir (195).



Berberin KB ve Ehrlich timor hiicreleri tizerinde sitotoksik etki gostermektedir
(65). Ozellikle karaciger ve beyin tiimorleri tizerine etkili oldugu kayitlidir. Bu konudaki

caligmalar insan beyin tiim&r hiicreleri tizerinde yapilmustir (305-309).
Palmatin de KB tiimor hiicreleri lizerinde sitotoksik aktiviteye sahiptir (310).
Antimalaryal Aktivite Uzerine Yapilmis Calismalar:

Protoberberin alkaloitlerinden berberin, palmatin, jatrorrhizin ve diger berberin
tirevlerinin antimalaryal aktiviteleri calisilmistir. Plasmodium falciparum tizerinde in
vitro, Plasmodium berghei lizerinde ise in vivo olarak uygulanmistir. Uygulanan bu

bilesiklerin kinin benzeri etki gosterdigi tespit edilmistir (311, 312).
Deri Uzerine Yapilmis Calismalar:

Berberinin Leishmania donovani {izerine etkisi vardir. Enfekte olmus hayvanlara
berberin verildiginde kan profillerinde hizli bir diizelme gozlenmistir. Bu g¢aligmada

berberinin L. donovani’ nin DNA’ s1 lizerinde etkili oldugu gosterilmistir (313).

Diger bir calismada bazi bisbenzilizokinolin alkaloitlerinin BALB/c farelerde
American Leishmania tlrleri lizerine etkileri incelenmistir. Glucantime adl ilag referans
olarak kullanilmistir (200 mg/kg/glin). Alkaloitler ise 14 giin siire ile 100 mg/kg/giin dozda
uygulanmistir. Berbamin etkili olmazken, izotetrandrin referanstan daha etkili olmustur
(314).

B. aristata, Hindistan’ da deri hastaliklarinda kullanilan Resottanadilepa adli ilacin

terkibine girmektedir (315).
Antienflamatuvar, Antipiretik ve Analjezik Aktivite Caligmalari:

Yapilan bir c¢aligmada berberin ve berberin ile indometasin, siklofosfamid veya
6émerkaptopurin  kombinasyonlarinin ~ farelerdeki meydana getirilmis artrit ve
hipersensitiviteye olan etkileri ¢alisilmistir. Bu ¢aligmanin sonucunda klinik uygulamalarda

berberinin ilave edilebilecegi savunulmustur (316).

Hindistan’ da yapilan bir ¢calismada B. aristata’ nin haricen ve oral uygulamalarda

antiromatizmal aktivitesi gdzlenmistir (317).

B. vulgaris’ in homeopatik kullanimi da vardir (318).
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Pakistan’ da kullanilan tibbi bitkiler {izerinde antipiretik ¢aligmalar yapilmistir. B.

Iycium ile yapilan ¢aligmada antipiretik etki gbzlenmemistir (319).

B. vulgaris koklerindeki ana maddeler olan berberin ve oksiakantin izole edilerek
bunlarin antienflamatuar aktiviteleri incelenmistir. Yapilan testler sonucunda oksiakantinin
berberinden daha az aktif oldugu bulunmustur (320). Bisbenzilizokinolin alkaloitleri ile
yapilan bir caligmada histamin saliniminin inhibisyonu iizerinde durulmustur. Bu
calismada Berberis’ lerde bulunan aromolin, tetrandrin, obaberin, berbamin ve oksiakantin

in vitro olarak test edilmistir (321).

Hindistan® da B. aristata veteriner hekimlikte kullanilan Teeburb adli

antienflamatuar ilacin terkibine girmektedir (322, 323).
Diger Calismalar

B. chitria k&klerinden izole edilen palmitin hidroksit oral olarak 60 giin siireyle her
giin 30 mg/kg dozda képeklere uygulanmistir. Primer ve sekonder spermatosit oraninda
%60-68 azalma g6zlenmistir (91). B. poiretii’ nin stomatitis tedavisinde kullanilmaktadir
(324). Rusya’ da palmatin pilokarpin ile beraber géz damlalarinin terkibine girmektedir
(325).

Toksisite Calismalari

Berberis tiirlerinde bulunan bazi ©Onemli alkaloitlerin toksisiteleri asagida

verilmektedir.
Alkaloitler LD, Uygulama Denek Kaynak
berbamin 75 mg/kg
27.5 mg/kg ip.
fare
berberin 23 mg/kg
329 mg/kg p.o.
izokoridin 10.9 mg/kg sigan
160 mg/kg ip. fare 290
izotetrandrin 2700 mg/kg
sigan
6400 mg/kg p.o.
oral Artemia
. e "
Jatiizn e (icme suyu ile) salina
oksiakantin 50 mg/kg Lp. fare







3. GEREC VE YONTEMLER

Bu bolimde, calismalarda kullanilan bitkisel materyal, kimyasal maddeler,
reaktifler ve aletler aciklanmakta, yapilan deneysel calismalar ve bu calismalarda
kullanilan y6ntemler hakkinda bilgi verilmektedir. Calismalar TBAM (T1bbi ve Aromatik
Bitki ve Ilag Arastirma Merkezi)' 1n Bitki Kimyasi, Kalite Kontrol, Pilot Tesis ve Doku

Kiiltiirti Laboratuvar imkanlar1 kullanilarak yapilmistir.

3.1. Deneysel Caliymalarda Kullanilan Bitkisel Materyal, Kimyasal Maddeler ve

Aletler

3.1.1. Bitkisel Materyal

Tiirkiye Florasinda kayitli olan dort Berberis tiirii farkli yorelerden toplandi. Bu
tiirlerin kok, gévde ve dallar1 ayn ayn calisildi. Bitki Srnekleri Anadolu Universitesi

Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’ nda (ESSE) saklanmaktadir. Bu bitkilerin toplanma

yoreleri ve ESSE numaralari Tablo 3.1° de verilmektedir.

Tablo 3.1 : Bu calismada kullanilan Berberis tiirlerinin toplanma yoreleri

10.6.1995

Bitkiler Toplanma yoreleri ESSE
Eskisehir, Saricakaya, Islik deresi ve Hamam deresi

B. crataegina 11003
arasi, Sir¢ali yaylasi, 760 m, 28.5.1994
Kastamonu, Ara¢c- Kastamonu 11. Km, Yiizbasioglu

B. vulgaris 11756
degirmeni, 800 m, 16.6.1994
Manisa, Spil dagi, Atalan yaylasi, Orman tesisleri yani,

B. cretica 11754
1200 m, 9.6.1994
Trabzon, Arakli, Bayburt yolu, Bogali deresi, 1500 m,

B. integerrima 12518




3.1.2. Kimyasal Maddeler

Etanol

Kloroform
Dietileter

Benzen

Siilfiirik asit
Hidroklorik asit
Susuz sodyum siilfat
Amonyum hidroksit
Metanol

Bizmut subnitrat
Glasiyel asetik asit
Potasyum iyodiir
Civa (I) kloriir
Aseton

Asetonitril

Sodyum perklorat
Perklorik asit
Siklohekzan
Silikajel G (ITK)

Silikajel GF (ITK)

Silikajel (Kolon kromatografisi)

Alumina G (ITK)
Alumina GF (ITK)

DMSO

Teknik*

Merck ve Teknik
Merck ve Teknik
Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck ve Teknik
Merck

Merck

Merck

Merck

Merck ve Teknik
Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck
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DMSO Merck
DMEM Sigma

EDTA Sigma

Teknik ¢oziiciiler distile edilip saflastirildiktan sonra kullanildi.

3.1.3. Kimyasal Reaktifler

Dragendorf Reaktifi : Alkaloit varliginda turuncu renk verir. Metilen dioksi

grubu tasiyan alkaloitler amonyak ihtiva eden ¢oziicii sistemlerinde develope edildikten
sonra plak tam kurutulmadan Dragendorf reaktifi piiskiirtiildiigiinde mor renk verir. ITK

sonuglarinin tespiti i¢in kullanildi.

Hazirlanigi : 1.7 g Bizmut subnitrat 80 mL suda ¢oziildi ve 20
mL glasiyel asetik asit ile 100 mL %50 potasyum
iyodiir ¢ozeltisi ilave edildi . Bu ¢ozelti stok olarak

kullanildi.

Kullanilan ¢ézelti  : Stok ¢dzeltiden 10 mL alindi, 20 mL glasiyel asetik

asit ve 70 mL suilave edildi.

Mayer Reaktifi : 50 g potasyum iyodiir ve 13.5 g civa (II) klortir 500

mL suda tamamen ¢6ziiliip 1 L ye tamamlandi.

Mayer reaktifi asitli alkaloit ¢ozeltilerinde alkaloitleri ¢coktiirmek amaciyla
kullanildi. Alkaloitlerle siit rengi ¢okelti meydana getirdi. Bu ¢okelti reaktifin fazlasinda

¢oziindiigiinden ve tekrar ¢oktiiriilemediginden dikkatle ilave edildi.

3.1.4. Kullanilan Aletler
e Paslanmaz gelik kazan (50 L)

e Cam kolonlar (Cesitli boylarda)
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o ITK Seti (J. Bibby Ltd. Science Product)

e Cam plaklar (5x20, 15x20 boyutlarinda)

e Rotavapor (Buchi RE 111)

e Ayirma hunisi

e Ultraviyole Spektrofotometresi (UV) (Shimadzu 160A)

e Infrared Spektrofotometresi (IR) (Shimadzu IR-435)

e Fourier Transform-Infrared Spektrofotometresi (Perkin Elmer 2000 FT-IR)

e Niikleer Manyetik Rezonans Spektrometresi (NMR) (BC567A Tesla ve Jeol
INM-EX90A, FT)

e Yiiksek Basinghh Sivi Kromatografisi (YBSK) Cihazi (Hewlett-Packard 1100
serisi)
e Preparatif Yitksek Basingli S1vi Kromatografisi (Prep-YBSK) Cihazi

e Inkiibatsr

3.2. Deneysel Calisma

Bu bolimde Berberis tlirlerinden alkaloitlerin ekstraksiyon islemleri ve bu

alkaloitlerin ayirimlar1 amaciyla yapilan analitik ¢alismalar hakkinda bilgi verilmektedir.

3.2.1. Alkaloitlerin Ekstraksiyonu
3.2.1.1. Izolasyon Calismalarinda Kullamilan Ekstraksiyon Yéntemi

Izolasyon galigmalarimizda elimizde bol bulunan B. crataegina bitkisi kullamldi.

Alkaloit miktarinin yiiksek oldugu kok kabuklar: siyrildiktan sonra toz edilip kullanildi.

900 g kaba toz edilmis kok kabuklan %96°lik Etanol ile ¢elik kazanda maserasyon
yontemi ile ekstre edildi. Elde edilen ekstre 40°C’ nin altinda rotavaporda yogunlastirildi.
Geride kalan koyu renkli bakiye (311.86 g) %10’luk HCl ile (1400 mL) ¢6ziildii. Bu sirada
sar1 renkli bir ¢okelti olustu. Bu ¢okelti vakumda siiziilerek ayrildi (A).
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Kalan asit faz1 ayirma hunisine alindi ve %25’lik amonyum hidroksit ilavesi ile
baziklestirildi (pH 8-10). Eter ile ekstre edildi (4x1000 mL). Eterli ekstreler birlestirildi, su
ile yikandi, susuz sodyum stilfat tlizerinden kurutuldu. Coziicliniin algak basingta

ucurulmasi ile kalan bakiye Eterde Coziinen Alkaloitler fraksiyonunu verdi (6.65 g) (B).

Kalan bazik sulu faz kloroform ile ekstre edildi (4x1000 mlL). Birlestirilen
kloroformlu fazlar su ile yikanip susuz sodyum siilfat {izerinden kurutuldu. Céziiciiniin
algak basincta ucurulmas: ile elde edilen bakiye Kloroformda Coziinen Alkaloitler

fraksiyonunu verdi (27.63 g) (C).

Katerner alkaloitleri igeren bazik sulu faz %10’luk HCI ile asitlendirildi (pH 2).
Alkaloitler Mayer Reaktifi ile ¢oktiiriildii. Bir gece buzdolabinda bekletilen ¢okelti ertesi
giin slizge¢ kagidindan siiziildii. Toplanan sarimsi renkli ¢okelti aseton: metanol: su (6:2:1)
karisiminda ¢6ziildii ve Amberlite IRA 400 (CI') iyon degistirici regine siitunundan (200 g)
gecirildi. Kloriir sekline sokulan kuaterner alkaloitleri tagiyan ¢o6zelti rotavaporda
yogunlastirildi ve bodylece Katerner Alkaloit Kloriirleri elde edilmis oldu (119.95 g) (D)
(Sekil 3.1).

3.2.1.2. Miktar Tayini Calismalarinda Kullanilan Ekstraksiyon Yontemi

Bu calismada Tirkiye Florasi’na kayithh ve farkli bolgelerden toplanan dort

Berberis turtiniin kok, gévde ve dallar ¢aliild.

Tim droglar 3.2.1.1' deki yontemle, asagida aciklandigi sekilde 10 g materyal ile

tekrarland.

10 g drog alindi ve 150 mL % 96°lik etanol ile ¢alkalayicida masere edildi. Her giin
taze ¢dziicli konularak ekstraksiyona 4 giin devam edildi. Birlestirilen etanol fazlar1 40°C’
nin altinda rotavaporda kurutuldu ve koyu renkli bir ekstre elde edildi. Bu ekstre 50 mL
%10’luk HCI ile ¢oziildii. Bu sirada sar1 renkli bir ¢okelti meydana geldi. Cokelti vakum

altinda siiziildii. Elde edilen ¢6kelti metanol ile ¢oziilerek siiziildii ve yogunlastirild: (I).

Asitli faz ayirma hunisine alinarak %25°lik amonyum hidroksit ile baziklestirildi

(pH 8-10). Eter ile ekstre edildi (4x40 mL). Eter fazlar1 birlestirilip su ile yikand1 ve susuz
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sodyum siilfat tizerinden kurutularak ¢oziicii algak basingta yogunlastirildi. Kalan bakiye
Eterde Coziinen Alkaloitler fraksiyonunu verdi (II).

Kalan bazik sulu faz kloroform ile ekstre edildi (4x40 mL). Birlestirilen
kloroformlu fazlar su ile yikanip, susuz sodyum siilfat tizerinden kurutuldu ve ¢dziiciiniin
alcak basingta yogunlastirilmasiyla elde edilen bakiye Kloroformda Céziinen Alkaloitler
fraksiyonunu verdi (III).

Kalan bazik sulu faz vakumda cam filtreden (0.45 mp por ¢aplh) stiziildii. Elde

edilen ¢okelti metanolde ¢oziiliip siiziildii ve rotavaporda yogunlastirildi (IV).

Bazik sulu faz %10’luk HCI ile asitlendirildi (pH 2). Alkaloitler Mayer Reaktifi ile
coktiirtildii. Bir gece buzdolabinda bekletilen ¢okelti ertesi giin stizgec kagidindan stiziildii.
Toplanan sarimsi ¢okelti aseton: metanol: su (6:2:1) kanisiminda ¢oziildii ve Amberlite
IRA 400 (CI) iyon degistirici recine siitunundan gecirildi. Klortir seklindeki katerner
alkaloitleri tasiyan ¢ozelti rotavaporda yogunlastirildi ve boylece Katerner Alkaloit

Kloriirleri elde edilmis oldu (V) (Sekil 3.2).
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DROG

%96 etanol ile maserasyon (4 giin)
Evaporasyon (<40°C)

Yogun Maserat

%10 HCl ile ¢6ziindiirme
Filtrasyon
Cokelti (A) Asit Faz
a
Berberin %25 NH,OH ile baziklestirme (pH 9)
Eter ile ekstraksiyon (x3)
Bazik Faz Eter Ekstresi (B)
4
CHCI; ile ekstraksiyon (x3) Aromolin
Oksiakantin
Berbamin
Bazik Faz Kloroform Ekstresi (C)
%10 HCl ile asitlendirme (pH 1-2) 4
Mayer Reaktifi ile ¢oktiirme Berbamin
Oksiakantin

Filtrasyon
Amberlit IRA" regineden gegirme

Evaporasyon
Katerner Grup (D)
a

Magnoflorin, Kolumbamin
Jatrorhizin, Berberin, Palmatin

Sekil 3.1. Izolasyon ¢alismalarinda kullanilan ekstraksiyon yontemi



DROG

%96 etanol ile maserasyon (4 giin)
Evaporasyon (<40°C)

Yogun Maserat

%10 HCl ile ¢oziindiirme
Filtrasyon

e

Cokelti (I) Asit Faz

%25 NH,OH ile baziklestirme (pH 9)
Eter ile ekstraksiyon (x3)

Bazik Faz Eter Ekstresi (II)

CHC], ile ekstraksiyon (x3)

S

Bazik Faz Kloroform Ekstresi (III)

Filtrasyon H

Cokelti (IV) Bazik Faz
%10 HCl ile asitlendirme (pH 1-2)
Mayer Reaktifi ile ¢oktiirme
Filtrasyon
Amberlit IRA" regineden gegirme
Evaporasyon

Katerner Grup (V)

Sekil 3.2. Miktar tayini ¢alismalarinda kullanilan ekstraksiyon yontemi



3.2.2. Analitik Calismalar

3.2.2.1. Analitik Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Rutin kontroller i¢in 0.25 mm kalinlikta adsorban ile kaplanmis 5x20 ve 15x20 cm
ebatlarinda cam plaklar kullanildi. Adsorban olarak Silikajel G (Merck 7731)+ Silikajel GF
(Merck 7730) (1:1) ve Aluminyum oksit G (Merck 1090) ve Alumina GF (Merck 1092)

kullanilda.

Adsorban karigimi iki kati kadar distile su ile homojen bir karisim haline
getirildikten sonra plak kaplama aleti ile cam plaklar tizerine kaplandi. Plaklar

kaplandiktan sonra 6nce oda sicaklifinda kurutuldu daha sonra etiivde 100°C de 1 saat

aktive edilerek kullanild:.

Bu calismalar sirasinda kullamilan ITK ¢oziicii sistemleri Tablo 3.2° de

verilmektedir.
Tablo 3.2 : Kullanilan ITK ¢6ziicii sistemleri
Sistem Coziicii Adsorban
Sistem 1 Benzen : CH;0H (90 : 10) Al O;
Sistem 2 Benzen : CH;0H (80 : 20) Al,O;
Sistem 3 CHCL : CH;0H (99: 1) ALO;
Sistem 4 CHCI; : CH;0H (80 : 20) SiO,
Sistem 5 CHCI, : CH;0H : NH,OH (90 : 10 : 0.5) Si0,
Sistem 6 CHCI; : CH;0H : NH,OH (80 : 20 : 2) Si0O,
Sistem 7 CHCI, : CH;0H : NH,OH (70 : 20 : 2) Si0o,
Sistem & CHCI; : CH;OH : NH,OH (28 : 14 : 2) Si0,
Sistem 9 CHCI, : Benzen : CH,OH : NH,OH (7:2:1:3 dam.) | AlL,O;
Sistem 10 Siklohekzan : CHCI, : CH;COOH (35 : 55 : 10) Al O;
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ITK da develope edilen plaklar fizerinde olusan lekeler énce UV lamba altinda,

daha sonra Dragendorf reaktifi piiskiirtiildiikten sonra belirlendi.

3.2.2.2. Analitik Yiiksek Basin¢li S1ivi Kromatografisi (YBSK)

Berberis tirlerinin kok, govde ve dallarindan elde edilen ekstrelerde izole edilen

alkaloitlerin miktar tayinleri YBSK yontemi kullanilarak yapildi.

Kromatografik Sartlar: Miktar tayini ¢alismalarimizda Hewlett-Packard 1100 sivi

kromatografisi sistemi kullanildi. YBSK analizleri Ultracarb ODS-C,, (5ut partikiil ¢api, 15
cm uzunluk, 4.6 mm i¢ ¢ap, Phenomenex, U.S.A.) kolonda 1 mL/dak akim hizinda oda
sicakliginda gergeklestirildi. Dedektdr olarak Hewlett-Packard Fotodiyot Diizeni
Dedektorii (Photodiode Array Dedector, DAD) (205, 220, 254, 280, 345 nm) kullanildi.
Calismalarimizda A) 0.2 M NaClO,: %70’lik HCIO, (1000: 0.2), B) MeOH ¢6ziicii sistemi
30 dakikalik gradient akig ile uygulandi. Gradient akis semasi agagida verilmektedir.

Zaman (dak) Konsantrasyon (B. %)
0 32
10 32
13 35
15 45
20 45
30 50

Ornek Hazirlanmasi: Bolim 3.2.1.2° daki ekstraksiyon y®dntemine gore dort

Berberis tiirtintin kok, gévde ve dallarindan ayni sartlarda alkaloit ekstreleri hazirlandi. Bu
ekstrelerden, c¢oziicii olarak 50:50 oraminda A:B kangimi kullamilarak farkli
konsantrasyonlarda ¢ozeltiler (Tablo 3.3) hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden 5 pl’ si YBSK

analizlerinde kullanildi.



Tablo 3.3. YBSK analizlerinde kullanilan ekstre konsantrasyonlar

Ekstreler* Konsantrasyon araliklari (mg/mL)
I 1.13-424
II 0.72-232
III 0.45-1.07
IV 0.43-1.16
\ 1.72-3.08

* aciklamalar sayfa 80-81' de verilmistir.

Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi: Miktar tayini ¢alismalarinda, Bolim 4.2° de

anlatildig: sekilde izole edilerek yapilar: tayin edilen maddeler standart olarak kullanildi.
Standart maddelerden belli konsantrasyonlarda stok ¢o6zeltiler hazirlandi. Bu stok
cozeltilerden farkli konsantrasyon araliklarinda 5° er seyreltme yapildi. Bu c¢ozeltiler
kullanilarak her bir standarta ait kalibrasyon egrileri hazirlandi. Bu standart egriler
kullanilarak numunelerdeki alkaloit miktarlar1 belirlendi. Kullanilan standart madde

konsantrasyonlar1 Tablo 3.4’ de verilmektedir.

Tablo 3.4. YBSK analizlerinde kullanilan standart madde konsantrasyonlari

Alkaloitler Konsantrasyon arahklar1 (mg/mL)
Berberin 0.0042 - 0.084
Palmatin 0.0054 - 0.540
Jatrorrhizin 0.0560 - 0.560
Kolumbamin 0.0043 - 0.430
Berbamin 0.0172-1.72
Oksiakantin 0.0158 - 1.580
Aromolin 0.0069 - 0.690
Magnoflorin 0.0043 - 0.430
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3.2.3. Preparatif Calismalar
3.2.3.1. Kolon Kromatografisi (KK)

Preparatif ¢alismalarda Kolon Kromatografisinden yararlanildi. Bunun icin degisik
boyutlarda cam kolonlar ve adsorban olarak da Silikajel 60 (63-200p, Merck 7734) ile
Aluminyum oksit (63-200 p, Merck 1077) kullanildi. Eliisyon islemlerinde ilk kullanilacak
¢oziicii ile bulamag haline getirilen adsorban kolona dolduruldu. Daha sonra kullanilacak
ekstre 1:2 oraninda adsorbana iyice yedirilerek kolonun iist kismina ilave edildi ve yikama
islemine baslandi. Toplanan fraksiyonlar rotavaporda yogunlastirildiktan sonra uygun
¢bziicii sistemleri ile analitik-ITK’ ne uygulanarak kontrol edildi. Benzer fraksiyonlar

birlestirildi.

3.2.3.2. Preparatif Yiiksek Basing¢li Sivi Kromatografisi (pre[S-YBSK)

Alkaloit ekstrelerinin fraksiyonlanmas: sirasinda son asamadaki saflagtirma
islemlerinde kullanildi. Bu sekilde elde edilen saf alkaloitler spektral 6l¢limlerde ve miktar

tayini calismalarinda kullanildi.

Kromatografik sartlar: Preparatif YBSK calismalarimizda Shimadzu LC-5A sivi

kromatografisi pompas: kullanildi. prep-YBSK analizleri Econo-Prep C,; (5p partikiil
¢apl, 25 cm uzunluk, 10 mm i¢ ¢ap, Phenomenex, U.S.A.) kolonda 4 mL/dak akim hizinda
oda sicakliginda gerceklestirildi. Dedektér olarak Varian 2050 UV-VIS dedektor
(berbamin ve oksiakantin i¢in 220 nm; kolumbamin ve jatrorrhizin i¢in 345 nm) kullanildi.
Calismalarimizda A) 0.2 M NaClO,: %70’lik HCIO, (1000: 0.2), B) MeOH A:B (40:60)

¢oziicii sistemi kullanildi. Ekstreler 100 pl enjekte edildi.

Toplanan fraksiyonlar %25 lik NH,OH ile baziklestirildi ve kloroform ile ekstre
edildi. Kloroformlu fazlar algak basingta rotavaporda yogunlastirildi. Bu sekilde elde
edilen maddeler analitik YBSK ile kontrol edildi.
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3.2.4. Spektroskopik Calismalar
3.2.4.1. Ultraviyole Spektrofotometresi (UV)

Izole edilen maddelerin UV spektrumlari Shimadzu UV160A marka

spektrofotometrede metanolde ¢oziilerek alindi.

3.2.4.2. Infrared Spektrofotometresi (IR)

Cesitli preparatif kromatografik tekniklerle ayrilan maddelerin KBr disk ydntemi ile
spektrumlari, Shimadzu IR-435 Spektrofotometresi ve Perkin Elmer Spectrum 2000 FT-IR
Spektrofotometresi kullanilarak 4000-600 cm™ araliginda alind.

3.2.4.3. Niikleer Magnetik Rezonans Spektroskopisi (NMR)

Izole edilen maddelerin '"H-NMR ve “"C-NMR spektrumlar1 JEOR 90 MHz lik FT-
NMR spektrometresinde ve ¢oziiniirlikklerine gére dotero kloroform, ddtero metanol ve

dimetil siilfoksit (DMSO) ile alinmigtir.

3.2.5. Berberin' in Antikanser Etkisinin Arastirilmasi

Bu calismalar Anadolu Universitesi Tibbi ve Aromatik Bitki ve Ilag Arastirma

Merkezi (TBAM) nin Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda yaptirilmistir.

Literatiir arastirmalarimizdan yola c¢ikarak C6 glioma hiicreleri ile ¢alisildi. Ayrica
antitiimér etkisini arastirmak tizere CO25 ve N-RAS onkojeni tasiyan myoblast hiicreleri
kullanildi. Ayrica toksik dozun belirlenmesi ve glioma hiicrelerinde gériilen sitotoksik etki
ile viicutta yaygin olarak bulunan fibroblastlarda goriilen etkiler arasinda baglant1 veya

selektivite olup olmadigin test etmek i¢in de NIH 3T3/F29 fibroblast hiicreleri kullanildi.

C6 glioma hiicrelerine olan etkiler incelenirken berberin 1:1 oraminda DMSO:
DMEM’ de ¢6ziildii. Calismada bos kontrol, DMSO ve vinkristin stilfat (VCR) kontrol
olarak kullamldi. Kiiltiir vasat: olarak %10 FCS (Biological Industries) igeren DMEM-F12

(Dulbecco’s Modification Eagle’s Medium with F-12 nutrient, Sigma) kullanildi ve
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hiicreler 37°C' de %5 CO, igeren rutubetli ortamda inkiibe edildi. Hiicreler tripsin-EDTA’
nin PSA (Pack’s Saline A) igindeki soliisyonu ile pasajlandi. 35 mm c¢apli herbir
ekstraseliiler matriks kaph polistiren petriye (Corning) 5x10° hiicre olacak sekilde ekildi.
Maddeler uyguland: ve 24 saat sonunda hiicreler tripsinlenerek Thoma Lame ile liger kez
sayildi ve ortalamalari alindi. Deney bes kez tekrarlanarak sonuglar Fisher’s Student t testi

ile degerlendirildi (326).

CO25 N-RAS onkojeni tastyan myoblast hiicrelerinde olan etkiler incelenirken de
berberin’in C6 hiicrelerinde denenen dozlar1 (0.1-1-10 pg/mL) uygulandi. Berberin’in
uygulanan her dozu i¢in ayrica Dekzametazon fosfat (DMP)'in 1 pg/mL dozu ile
kombinasyonlar1 kullanildi ve denenen dozlarda dekzametazon fosfatin tlimorojenik
etkisinin berberin tarafindan onlenmesi arastirildi. Kiiltlir vasati olarak %10 FCS iceren
DMEM kullanild: ve deneyler %5 CO, igeren rutubetli ortamda 37°C' de yapildi. 6 ¢cm
¢apli herbir petriye 5x10° hiicre koyuldu. Kiiltiir vasatlann ve maddeler her giin
degistirilerek deney yiiriitiildii. 5. glin sonunda DMP’nin tlimérojenik etkisi gozlendi.
Etkilerin daha iyi gozlenebilmesi i¢in 7. Giin PBS (Phosphate Buffer Saline) ile yikanan

hiicreler alinarak fotograflarn ¢ekildi.

NIH 3T3/F29 fibroblast hiicre kiiltiirlerindeki etkisi ise, ¢ok kuyucuklu plakada 100
g/mL’den baslayan ve ' oraninda seyreltmeler yapilarak berberin’in 0.78-100 pg/mL
dozlarinda incelendi. Caligmada myoblast hiicrelerdeki kiiltiir vasat: ve inkiibasyon sartlar
kullamldi. Plakanin her bir kuyucuguna 1x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilarak
maddeler ilave edildi. Sadece kiiltiir vasatinin oldugu bos kontrol, DMSO’ nun 7.8 nL/mL-
1 ul/mL aras1 dozlar1 kontrol ve vinkristin siilfatin 0.075-1 mg/mL dozlan standart olarak

kullanildi. 24 saatin sonunda alinan sonuglar degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Alkaloitlerin Ekstraksiyonu

Boliim 3.2.1.2” de belirtilen sekilde dort Berberis tiirtiniin kok, gévde ve dallari ayr
ayn ekstre edildi. Bu ekstrelerin kuru materyal iizerinden hesaplanmis % verimleri Tablo

4.1’ de verilmistir.

Tablo 4.1. Berberis tiirlerinden elde edilen alkaloit ekstrelerinin verimleri
(bitki tizerinden % miktar)

Tiirler Boliim i II III Iv \%
kok 0T | 0.7 | 94 1.9 | 12.1
B. crataegina govde 1.1 07 | 0.6 1.5 | 108
dal L.y f 08 | 02 | D2 8.2
kok I.1 | 08 | 03 | 22 | K1
B. vulgaris govde 1.1 0.5 0.4 ¥3 2135
dal o7 | B3 | 03 [ B7 8.0
kok 14 | 1.0 | 06 | 3.7 | 228
B. cretica govde 08 | 06 | 0.6 0 125
dal 19 | O1 ) 62 0 14.6
kok 10| 1.2 | 03 1.3 8.8
B. integerrima govde 16 | 06 | 0.6 | 04 | 10.7
dal 19 [ 05 | 04 | 0.7 | 102

* 1. cokelti, II: eterde ¢oziinen alkaloitler, III: kloroformda ¢oziinen alkaloitler, IV: ara ¢okelti, V: katerner alkaloitler (sayfa 80-81)
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4.2. Alkaloitlerin Izolasyonu
4.2.1. Eterde Coziinen Alkaloitlerin Ayrilmas:

40x3 cm boyutlarindaki musluklu cam kolon kloroformla siispansiyon haline
getirilmis 90 g AlL,O; ile dolduruldu. 3 g ekstre (B) kloroformda ¢6ziiliip bir miktar Al,O,
ile kanistirnildi. Kurutulduktan sonra kolonun tepesine yerlestirildi ve kloroform ile eliisyona
baslandi. Co&ziicli sisteminin polaritesi metanol ilavesi ile arttirnldi. 100 mL’ lik
fraksiyonlar toplandi. Toplanan fraksiyonlar yogunlastirildiktan sonra ITK ile incelendi ve

benzer fraksiyonlar birlestirildi.

Fraksiyonlar Kodu Coziicii Sistemi
1 B-1 CHCI,
2 B-2 CHCl;: CH,0H (99: 1)
3-4 B-3 CHCl;: CH,0H (99: 1)
5-8 B-4 CHCl;: CH,0H (99: 1)
9-11 B-5 CHCl;: CH;0H (99: 1)
13-16 B-6 CHCl,: CH,0H (95: 5)

B-3: Bu fraksiyon (1.93 g) tekrar kolon kromatografisine uygulandi. 60 g AlLO; ile
kloroform ile eliisyona baslanarak kolon kromatografisi yapildi. 100 mL’ lik fraksiyonlar
alind1. Toplanan fraksiyonlar yogunlastirildiktan sonra ITK ile kontrol edildi ve benzer

fraksiyonlar birlestirildi.

Fraksiyonlar Kodu Coziicii Sistemi
1-8 B-3-1 CHCl,
9-11 B-3-2 CHCI,: CH,0H (100:0.5)
12-14 B-3-3 CHCl,: CH,0H (100:0.5)
15-25 B-3-4 CHCl;: CH,0H (100:0.5)
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26-30 B-3-5 CHCI;: CH;0H (100:0.5)

31-32 B-3-6  CHCl;: CH,0H (100:1.5)
33 B-3-7  CHCL;:MeOH (100:1.5)

34-35 B-3-8 CHCI,:MeOH (100:2)

36-37 B-3-9 CHCI,:MeOH (100:2)

B-3-6 (0.33 g) ve B-3-7 (0.45 g) no’lu fraksiyonlarin yapilan ITK analizi (Sistem
1, 2, 3, 5, 10) sonucunda tek leke verdi. Fakat YBSK analizi sonucunda iki pikin varligi
g6zlendi. Bu nedenle bu fraksiyonlar Bolim 3.2.3.2° de verilen sartlara gére preparatif
YBSK ile saflastirildi. Buradan berbamin (R1) ve oksiakantin (R2) izole edildi. Bu izole
edilen maddelerin standart maddeler ile karsilastirilmalari ITK ve YBSK ile yapildi. Saf
oldugu belirlenen bu maddelerin NMR, UV o&l¢timleri alindi. Bu sonuglar Bolim 4.3.3.1-

4.3.3.2° de verilmektedir.

B-4: Bu fraksiyon (0.78 g) tekrar kolon kromatografisine uygulandi. 23 g Al,O; adsorban
olarak kullanilarak kloroform ile eliisyona baslandi. Metanol ilavesi ile ¢oziicli sisteminin

polaritesi arttirildi.

Fraksiyonlar Kodu Coziicii Sistemi

{i . B4l CHC,

LI
g
B
o

CHCl;: CH,0H (100:0.5)
4-10 B-4-3 CHCI,: CH,0H (100:1)

11-16 B-4-4 CHCl,: CH,0H (100:1)

B-4-4 nolu fraksiyonun ITK uygulamasinda (Sistem 1, 3, 5, 10) ¢ok az bir kirlilik
tasidig1 gozlendi. Bu fraksiyonlar etanol ile hafifce 1sitilarak ¢oziilmek istendi ve bu sirada

beyaz bir ¢okelti meydana geldi. Bu ¢okelti vakumda stiziilerek aynldi (40 mg). Bunun



yapilan spektral 8l¢limler ve standart maddeler ile karsilastirilmas: sonucunda aromolin
(R3) olduguna karar verildi.

Eter ekstresinin saflastirilmas: Sekil 4.1° de verilmektedir.

4.2.2. Kloroformda Coziinen Alkaloitlerin Ayrilmasi

1) 17.22 g kloroform ekstresi (C) 100 mL %10’luk H,SO, ile ¢6ziildii. Bu sirada
sar1 renkli bir ¢okelti meydana geldi. Bu stiziilerek ayrildi (C-1). Bu maddenin yapilan ITK
incelemesi sonucunda ana madde olarak berberin igerdigi gdzlendi. Cokelti ayrildiktan
sonra kalan asitli ¢6zeltinin lizerine ¢okme tamamlanincaya kadar doymus Na,SO, ilave

edildi. Karisim filtre edilerek ¢okelti (C-2) ve stiziintii (C-3) olmak {izere ikiye ayrildi.

C-2’ nin incelenmesi; Cokelti suda ¢oziildii ve NH,OH ile baziklestirildikten sonra eter ile
(3 kez) ekstre edildi. Birlestirilen eter fazlan rotavaporda yogunlastirildi. Kalan bakiyenin
(C-2-1, 1.63 g) yapilan ITK incelenmesi sonucunda ana madde olarak oksiakantin icerdigi

gozlendi.

Kalan bazik kisim kloroform ile (3 kez) ekstre edildi. Birlestirilen kloroformlu
fazlar rotavaporda yogunlastirildi. Elde edilen bakiyenin (C-2-2, 1.24 g) yapilan ITK
uygulamasi sunucunda ana madde olarak oksiakantin icerdigi ve bunun yaninda az

miktarda berberin tasidig1 gdzlendi.

Kalan bazik kismin alkaloit tasimadig belirlendigi i¢in incelenmedi.

C-3’ iin incelenmesi: Sulu siiziinti NH,OH ile baziklestirildikten sonra eter ile (3 kez)
ekstre edildi. Birlestirilen eter fazlar1 rotavaporda yogunlastirildi. Bakiyenin (C-3-1, 1.59

g) ITK incelenmesi sonucunda ana leke olarak berbamin igerdigi gdzlendi.

Bazik kisim kloroform ile (3 kez) ekstre edildi. Birlestirilen kloroform fazlan
rotavaporda yogunlastirildi. Bakiyenin (C-3-2, 1.45 g) ITK incelenmesi sonucunda ana

madde olarak berbamin igerdigi gézlendi.

Bazik kisim alkaloit tagimadigi i¢in incelenmedi.



Ekstre B

Kolon Kromatografisi
Adsorban: AL O,
Coziicti: CHCI;: CH;O0H (100:0/ 95:5)

v v ! v v y

B-1 B-2 B-3 B-4 B-5 B-6

Kolon Kromatografisi
Adsorban: ALO;

Coziicti: CHCl,: CH,OH (100:0/ 100:2)
A 4 Kolon kromatografisi
l l Adsorban: ALO;

\ v i W v \ Coziicti:CHCI;: CH,0H

B3-1 B3-2 B3-3 B3-4 B3-5 B3-6 B3-7 B3-8 B39 (100:0/100:1)
A\ 4
Preparatif YBSK P l i l
Kolon: Econo-Prep C18 B4-1 B-'l\-/l.’ B4-3 B4-4
Hareketli faz: %75 HCIO, (%0.042)
%25 CH,CN:CH,0H (20:10) ﬂ

Y Aromolin
U ﬂ (R3)

Berbamin (R1) Oksiakantin (R2)

Sekil 4.1. Eterde ¢oziinen alkaloitlerin saflastiriimasi
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C-2-1 ayrimi: Ana madde olarak oksiakantin igeren 1.63 g ekstre, adsorban olarak 50 g
AlLO; kullanilan kolona uyguland:. Eliisyona kloroform ile bagland1 ve ¢ziicii polaritesi

metanol ilavesi ile arttirildi. 50 mL lik fraksiyonlar toplandi.

Fraksiyonlar Kodu Coziicii Sistemi
1 C-2-1-1 CHCl,
2-7 C-2-1-2 CHCl,
8-13 C-2-1-3 CHCl,
14-25 C-2-14 CHCl,
26-40 C-2-1-5 CHCl,
41-43 C-2-1-6 CHCI;
44-45 C-2-1-7 CHCI;: CH;0H (100:1)
46-49 C-2-1-8 CHCI;: CH,0H (100:2)
50-53 C-2-1-9 CHCI;: CH,0H (100:3)
54-55 C-2-1-10 CHCI;: CH,0H (100:3)
56-58 C-2-1-11 CHCI;: CH,0OH:NH,OH
(80:20:2)
59-61 C2-1-12 CHCIl;: CH;0H:NH,OH
(80:20:2)

C-2-1-3 nolu fraksiyon ana madde olarak oksiakantin igermektedir.

C-2-1-5 ve C-2-1-6 nolu fraksiyonlarin ise oksiakantin ve aromolin karigimi igerdikleri

ITK da standartlarla karsilastirilmalar1 sonucunda belirlenmistir.
C-2-1-7 ve C-2-1-8 nolu fraksiyonlar ¢ok sayida minér bilesik icerdigi i¢in incelenmedi.

Kloroform ekstresinin bu grup saflastirilma islemleri Sekil 4.2° de verilmektedir.
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2) 7.8 g kloroform ekstresi (C*)50 mL %10 luk H,SO, ile ¢bziildii. Bu sirada sar1
renkli bir ¢okelti olustu. Bu siiziilerek ayrildi (C’-1, 2.84 g). Bu ¢okelti berberin
tagimaktadir.

Asitli sliziintii lizerine ¢6kme tamamlanana kadar doymus Na,SO, ¢6zeltisi ilave
edildi. Olusan cokelti filtre edildi (C*-2, 2.83 g). Bu ¢okelti oksiakantin ve aromolin

icermektedir.

Asitli stizlintii {izerine ¢okme tamamlanana kadar doymus NaNO, ¢ozeltisi ilave

edildi. Olusan ¢okelti filtre edilerek ayrildi (C’-3, 0.93 g).

C’-3 nolu ¢okelti 30 g AL,O, ile hazirlanmis kolona uygulandi. Eliisyona kloroform

ile baglanip ¢dziicliniin polaritesi metanol ilavesi ile arttirildi.

Fraksiyonlar Kodu Coziicii Sistemi
1-2 C-3-1 CHCl,
3-5 C’-3-2 CHC,
6-14 C’-3-3 CHCl;: CH;OH (100:1)
15-19 C’-3-4 CHCI;: CH;0H (100:2)
21-25 C’-3-5 CHCI;: CH;0H (100:2)
26-30 C’-3-6 CHCl;: CH;0H (100:2)

C’-3-1 nolu fraksiyonlarin benzen:metanol (8:2) sisteminde alumina plakta yapilan ITK
uygulamasinda standart madde ile karsilastirilmas: sonucunda ana madde olarak berbamin

icerdigi gbzlenmistir.

C’>-3-2 nolu fraksiyonlarda ise aromolin ve berbamin karsiminin oldugu ITK ile

belirlenmistir.
Diger fraksiyonlar miktarlar az ve ¢ok sayida alkaloit icerdikleri i¢in incelenmemistir.

Kloroform ekstresi iizerinde yapilan bu grup islemler Sekil 4.3’ de 6zetlenmektedir.
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Kloroformda Céziinen Alkaloitler lizerinde yapilan bu islemler sonucunda elde

edilen maddeler sunlardir:

Berberin stilfat (8.87 g), oksiakantin siilfat (8.83 g), oksiakantin baz (1.94 g),
berbamin (3.39 g, kirli), berbamin ve oksiakantin karigimi (2.56 g). Buradan elde edilen
maddeler safsizliklar icermektedir. Oksiakantin ve berbamin spektral dl¢limlerinin alinmasi
ve miktar tayinlerinde kullanilabilmeleri igin 6nce Bolim 3.2.3.2° de verilen sartlar

kullanilarak preparatif YBSK ile saflagtinildi.

4.2.3. Katerner Alkaloitlerin Izolasyonu

150 x 3.8 cm ebadindaki musluklu cam kolon kloroform ile siispansiyon hale
getirilmis 160 g silikajel ile dolduruldu. 5 g ekstre (D) kloroformda ¢6ziiliip bir miktar
silikajel ile karistirildi. Kurutulduktan sonra kolonun tepesine yerlestirildi ve kloroform ile
eliisyona baslandi. Coziicli sisteminin polaritesi metanol ilavesi ile arttirildi. 150 mL lik

fraksiyonlar toplandi. Yogunlastirildiktan sonra ITK ile incelendi ve benzer fraksiyonlar

birlestirildi.
Fraksiyonlar Kodu Coziicii Sistemi
1-4 D-1 CHCl,

5 D-2 CHCI,;: CH;0H (99:1)

6-7 D-3 CHCI;: CH;0H (99:1)

8-9 D-4 CHCI,: CH;0H (99:1)
10-24 D-5 CHCl,: CH;0H (99:1)
25-31 D-6 CHCI;: CH,;0H (97:3)
41-78 D-7 CHCI;: CH;0H (97:3)
87-105 D-8 CHCl,: CH;0H (95:5)
124-126 D-9 CHCI;: CH,0H (95:5)
127-132 D-10 CHCI,: CH,OH (95:5)
133-136 D-11 CHCI,: CH,OH (95:5)
164-172 D-12 CHCI,: CH,0H (80:20)
184-210 D-13 CHCI;: CH;OH:NH,OH

(80:20:2)
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Ekstre C

%10’luk H,SO, ile ¢ozindirme

l

Ciokelti (C-1)

ﬂ

Berberin

Asit Faz

doymus Na,SO, ile ¢oktiirme

J

Y
v
Cokelti (C-2) Siiziintii(C-3)
Suda ¢oziindiirme NH,OH ile baziklestirme
NH,OH ile baziklestirme Eter ile ekstraksiyon
Eter ile ekstraksiyon v
Y
Eter Fazi Bazik Faz
Eter fazi(C2-1) Bazik Faz (C3-1)
CHCI,
ile
ekst.
Kolon kromatografisi
Adsorban: ALO, Berbamin
Cbziicti: CHCl,: CH;OH:NH,0H
(100:0:0/80:20:2) b 4 ¢
12 fraksiyon alind1 CHCI, ekstresi Bazik
(C3-2) Faz
C2-1-1
C2-1-2
C2-1-3 — Oksiakantin Berbamin
C2-1-5 CHCJ; ile ekstraksiyon
Oksiakantin A 4
C2-1-6_| Aromolin
CHCI, faz1 (C2-2) Bazik Faz

J

Oksiakantin, Berberin

Sekil 4.2. Kloroformda ¢6ziinen alkaloitlerin izolasyonu (1)
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Ekstre C

%10’luk H,S0O; il ¢oziindiirme

\
Cokelti (C’-1) Asit Faz
doymus Na,SO,
ile ¢oktiirme
Berberin Y
\ J/
Siiziintii Cokelti (C’-2)
doymus NaNO,; ile ¢oktiirme
Y
l v
Siiziintii Cokelti (C’-3)
Kolon kromatografisi
Adsorban: ALO;
Coziicii:CHCI,:CH;0H
(100:0/100:2)
C’3-1 C’3-2 C3-3 C’34 C’3-5 C’3-6

Berbamin Berbamin
Aromolin

Sekil 4.3. Kloroformda ¢6ziinen alkaloitlerin izolasyonu (2)
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D-1: Bu fraksiyonlarin alkaloit icermedigi gézlendi.

D-2: Bu fraksiyon ¢ok az alkaloit icerdigi i¢in incelenmedi.

D-3: Bu fraksiyon (0.03 g) ¢ok az ve ¢ok sayida mindr bilesik igerdigi i¢in incelenmedi.
D-4: Bu fraksiyonlarin alkaloit tasimadig: gézlendi.

D-6: Bu fraksiyonlarin yogunlastinlmas: sirasinda olusan beyaz kristaller alindi. Bu
kristaller CHCIl;:MeOH:NH,OH (28:14:2) sisteminde develope edildi. Fakat Dragendorf

reaktifi ile turuncu renk vermedigi icin alkaloit olmadigina karar verildi.

D-7: Bu fraksiyonlar (0.09 g) etanol ile 1sitilarak ¢6zildii ve filtre edilerek silikajelinden
temizlendi. Etanol fazi kristallendirilmeye birakildi. Olusan kristaller alindi (0.03 g).
Standart palmatin (R4) ile ITK da (Sistem 8) incelendi. Saf oldugu anlasilan bu
kristallerin alinan UV ve NMR ol¢timleri sonucunda bu palmatin olduguna karar verildi.

Sonuglar Boliim 4.3° de verilmektedir.

D-8: Bu fraksiyonlar (0.19 g) etanol ile isitilarak ¢6ziildii ve filtre edilerek silikajelinden
temizlendi. Etanol fazi kristallendirilmeye birakildi. Olusan kristaller alindi (0.08 g).
Standart berberin (R3) ile ITK da (Sistem 8) incelendi. ITK incelemeleri sirasinda plak
tizerinde Dragendorf reaktifi ile mor renk verdigi gozlendi. Saf oldugu anlasilan bu
kristallerin alinan UV ve NMR ol¢limleri ve standart maddelerle karsilagtirilmasi
sonucunda bu maddenin berberin olduguna karar verildi. Sonuglar Bolim 4.3’ de

verilmektedir.

D-9, D-10, D-11: Bu fraksiyonlarda (0.1 g, 0.24 g, 0.05 g) yine aym sekilde etanol ile
temizlenip kristallendirildi. Bu ti¢ fraksiyonunda CHCl,:MeOH:NH,OH (70:20:2) ¢dziicii
sisteminde ve silikajel plakta yapilan ITK uygulamasi sonucunda birbirine ¢ok yakin biri
biiyiik digeri kiiciik iki leke verdigi gozlendi. Bu nedenle bu iki madde Boliim 4.3” de
belirtilen sartlarda preparatif YBSK ile ayrildi. Alinan fraksiyonlar analitik ITK ile (Sistem
8) ve analitik YBSK ile standartlar ile karsilastirildi. Bu maddelerin alinan UV ve NMR

sonucunda jatrorrhizin (R6) ve kolumbamin (R7) olduguna karar verildi.

D-12: Bu fraksiyon da etanol ile temizlenip kristallendirildi. Olusan kirli gri renkli

" kristaller ITK da (Sistem 8) standartlar ile karsilagtirildi. Bu incelemeler ve alinan UV ve
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NMR o6lgtimleri sonucunda kirli gri renkli kristallerin bir aporfin alkaloiti olan

magnoflorin (R8) olduguna karar verildi.

D-13: Bu fraksiyonlar miktarlarinin ¢ok az olmasi ve ¢ok sayida alkaloit icermeleri

nedeniyle incelenmedi (Sekil 4.4).

Ekstre D

Kolon kromatografisi
Adsorban: SiO,

Cozicti:CHCL;: CH;OH:NH,OH
(100:0:0/80:20:2)

13 fraksiyon alindi

DR 7 e SR

D-7 D-8 D-9 D-10 D-11 D-12
Palmatin Berberin - Magnoflorin
(R4) (R5) (R3)

Jatrorrhizin+Kolumbamin

Preparatif YBSK
Adsorban: Econo-Prep C18
Coziicii: %40 0.2M NaClO,: HCIO, (%70’lik) (1000:0.2)

% 60 CH;0H
U' : U‘
Jatrorrhizin Kolumbamin
(R6) (R7)

Sekil 4.4. Katerner alkaloitlerin izolasyonu
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4.3. Alkaloitlerin Yap1 Tayinleri

Berberis crataegina koklerinden hazirlanan ti¢ alkaloit fraksiyonundan izole edilen
8 alkaloitin yapilar1 Boliim 3.2.4° deki spektroskopik y6ntemler kullanmilarak tayin edildi.
Ug farkli grup izokinolin alkaloiti izole edildi. Bunlar protoberberin, bisbenzilizokinolin ve
aporfin gruplanidir. Bu gruplara dahil olan alkaloitlerin yap: tayinlerinde 6nemli olan bazi
veriler asagida verilmistir. Bu verilerin 1s181nda, spektroskopik yontemlerden alinan

sonuglarin kaynak verileri ve standart maddeler ile karsilastirmast sonucu elde edilen

sonuglar bu boliimde verilmektedir.

[zole edilen alkaloitler: Formiil No Kod Sayfa No

Bisbenzilizokinolinler:

Berbamin 127 R1

Oksiakantin 121 R2

Aromolin 123 R3
Protoberberinler:

Palmatin 34 R4

Berberin 33 R5

Jatrorhizin 36 R6

Kolumbamin 35 R7
Aporfinler:

Magnoflorin 82 R8

Bisbenzilizokinolinler: _ 1zole edilen ve bu grupta yer alan alkaloitlerden ikisi

oksiakantin (oksiakantin ve aromolin), digeri ise berbamin (berbamin) alt grubuna dahildir.
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BBI alkaloitleri UV spektrumlarinda ~ 283 nm (log € 3.7) de maksimum ve ~ 260 nm
(log € 3.7) minimum verirler. En gii¢lii absorbsiyonlar1 ise 225 nm civarindadir. BBI

alkaloitlerinin UV spektrumlan arasinda ¢ok az farkliliklar vardir.

'H-NMR spektrumlarinda iki adet N-metil grubu yaklasik 8 2.55 ppm de gozlenir. Bu
iki N-metil grubu arasinda en fazla 0.15 ppm lik bir kayma olur. Bazen ise iist iiste gelirler.
10. Konumdaki proton ayni yondeki konfigiirasyonlarda & 5.40-5.65 ppm ters ydndeki
konfigiirasyonlarda ise § = 6.55-6.75 arasinda ya yaygin tek pik (bs) ya da ¢ift pik (: 1.5
Hz) olarak gozlenir. 6-metoksil grubu & 3.35-3.65 ppm, 7’-metoksil grubu & 2.95-3.25 ppm
arasinda pik verir. Aromatik protonlar ise 8 7.40 ppm civarinda birbirlerinden en fazla 1

ppm lik bir farkla gozlenirler.

Bisbenzilizokinolin alkaloitlerinin "C-NMR spektrumlarinda metoksil ve N-Me
gruplarina ait karbon sinyalleri 20-65 ppm araliginda, birbirlerinden ¢ok az farkliliklarla bir
y1gn halinde gozlenir. Ikinci bir y1gin ise daha diisiik sahada 105-155 ppm araliginda gelir.

Bu araliktaki karbonlar ise aromatik halkaya ait karbonlardir.

Protoberberinler: 1zole edilen dort alkaloit katerner protoberberin yapisindadir.

Protoberberin tuzlarinin UV spektrumunda karakteristik olarak {ic maksimum absorbans
piki vardir. ~ 440, 345, 260 nm lerde maksimum ve ~ 380, 300, 250 nm lerde minimum
pik verirler.

Protoberberinlerde 2. ve 3. ya da 9. ve 10. konumlar arasinda metilen dioksi grubu
olabilir. Metilen dioksi grubu 2-3 arasinda ise 'H-NMR spektrumlarinda 6.10 ppm
civarinda tek pik olarak gozlenir. Metilen dioksi grubu 9-10 arasinda oldugunda protonlar
asag1 sahaya kayarak 6.44 ppm civarinda gozlenir. 9 ve 10 nolu konumlardaki metoksi
protonlar: tek pik halinde ~ 4.18 ve 4.30 ppm civarinda gozlenir. Daha yukar sahadaki (~
3.88 ppm) metoksi protonlar: ise 2 veya 3. konumdaki metoksilleri g&sterir. 11. ve 12.
konumlardaki aromatik protonlar ~ 7.90-8.15 ppm arasinda ¢iftin ¢ifti olarak gozlenir. 1 ve
4. konumlardaki aromatik protonlar ise iki tek pik halinde ~ 6.9-8.05 ppm araliginda sinyal
verirler. 8 nolu konumdaki aromatik proton ise daha diisiik sahaya kayar ve ~ 9.5 ppm

civarinda , 13 nolu aromatik proton da~ 8.5 ppm lerde tek pik olarak gozlenir.



Protoberberinlerin "C-NMR spektrumlarinda metil, metoksi ve metilen gruplarina
ait karbon atomlar1 55-65 ppm araliginda sinyal verirler. Aromatik halka karbonlan ise
daha diisiik sahaya kayarak 110-155 ppm aralifinda gozlenirler.

Aporfinler: 1zole edilerek yapis: tayin edilen magnoflorin Berberis tiirlerinden izole
edilen en dnemli aporfin alkaloitidir.

Aporfin alkaloitlerinin UV spektrumlarinda 10 ve 11. konumlarda metil siibstitiienti
oldugunda 270-280 nm (log ~ €4.3) lerde tek bir absorbans piki verirler. En yiiksek
absorbans verdikleri nokta ise 220 nm dir. 310 ve 320 nm ler arasinda ise gok kiigiik bir pik
verirler.

Aporfin alkaloitlerinin '"H-NMR spektrumlarinda 3.63-3.42 ppm lerde 1.
konumdaki metoksi grubu pik verir. 2, 9 ve 10 nolu konumlardaki metoksiller ise 3.72-3.89
ppm araliginda gozlenir. 11 deki metoksil ise bu iki grubun arasinda ~ 3.72-3.65 ppm lerde
gelir. Aromatik protonlardan 11. konumda bulunan 7.57-8.05 ppm araliginda, 3,8 ve 9.
konumlarda bulunanlar ise daha yukar1 sahaya kayarak 6.38-7.00 ppm civarinda sinyal
verirler.

Bu alkaloitlerin "C-NMR spektrumunda 1, 2, 10 ve 11 deki metoksillerin
karbonlar1 55.5-62.5 ppm arasinda gozlenirken, azota bagli metil gruplarn ise 43.2-44 ve
53.5-54.8 ppm lerde sinyal verirler. 4 ve 5. konumlardaki metilen karbonlar1 yukar: sahada
(~ 23.4-30.4 ppm) , 6 ve 7. konumlardaki karbonlar ise asag: sahaya kayarak ~ 61.5-69.7

ppm lerde gbzlenir. Aromatik halka karbonlari ise 100-150 ppm araliinda sinyal verirler.
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BERBAMIN (R1)

Formiilii
Molekiil agirligt
Rf degeri

UV (A max)

IR (v, KBr)

NMR (CDCl;): '"H-NMR ve

BC.NMR degerleri asagidadir.

: C37H4006N>

: 608

: 0.48 (Sistem 10)

: 209, 282 nm

: 2934, 1587, 1509,
1449, 1353, 1269,
1115, 1068, 1015,
832,753 cm™

'H-NMR (8, ppm, 90 MHz)

2.19
2.51
3.04
3.51
3.67

(s,2-NMe)
(s, 2’-NMe)
(s, 7-OMe)
(s, 6’-OMe)
(s, 6-OMe)

5.91-7.19 (m, Ar-H)

BC-NMR (8, ppm,

22.4 MHz)

242  (4’-C)
252 (4-C)
37.6 (a-C)
38.1 (o’-C)
423  (N-Me)
427 (N-Me)
37 B
448 (3°-C)
55.7 (OMe)
55.9 (OMe)
60.4 (7-OMe)
614 (1-C)
639 (1’-C)
105.8 (5-C)
110.9 (5°-C)
1143 (13-C)
116.2 (10-C)
1187 (80
120.8 (8a-C)
121.8 (11’-C)

122.0 (13’-C)
1242 (14-C)
126.1 (82’-C)
127.8 (42’-C)
128.8 (42-C)
130.0 (10°-C)
1322 (14’-C)
134.6 (9-C)

1348 (9'-C)
137.1 (7-C)

1433 (7-C)
143.7 (11-C)
147.0 (12-C)
147.6 (8-C)

148.1 (6'-C)
151.6 (6-C)

152.0 (12’-C)
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Sekil 4.5. Berbamin’in NMR, IR ve UV spektrumlar
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OKSIAKANTIN (R2)

Formiilii
Molekiil agirligi
Rf degeri

UV (A max)

IR (v, KBr)

NMR (CDCl3) :'H-NMR ve
BCNMR degerleri asagidadur.

: C37H4006N>

: 608

: 0.48 (Sistem 10)
: 209, 282 nm

: 2950, 1510,1402,
1210, 1188, 996,
830,752 cm

"H-NMR (3, ppm, 90 MHz)

2.49
2.58
3.11
3.54
3.71

(s,2-NMe)
(s, 2’-NMe)
(s, 77-OMe)
(s, 6-OMe)
(s, 6’-OMe)

536-7.19 (m, Ar-H)

BC-NMR (3, ppm, 22.4 MHz)

25.08(4°-C)
28.5 (4-C)
37.66(a-C)
39.9 (a’-C)
41.98 (2xNMe)
43.65(3-C)
452 (3’-C)
54.89(0OMe)
55.99(2xOMe)
61.49(1°-C)
63.93(1-C)
105.91 (5°-C)
110.96 (5-C)
114.14 (13-C)
116.17 (10-C)
116.83 ( 8-C)
122.07 (11’-C)
120.86 (13°-C)
122.08 (82’-C)
122.97 (42’-C)
124.32 (8a-C)

12521 (14-C)
127.69 (4a-C)
130.06 (10°-C)
130.99 (9°-C)
131.57 (14°-C)
134.34 (7°-C)
137.14 (9-C)

139.46 (8°-C)
143.82 (11-C)
143.25 (7-C)

146.67 (12-C)
146.99 (6°-C)
148.22 (6-C)

151.68 (12’-C)
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Sekil 4.6. Oksiakantin’in NMR, IR ve UV spektrumlar
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AROMOLIN (R3)

Formiilii
Molekiil agirligt
Rf degeri

UV (A max)

IR (v, KBr)

NMR (CDCl) : 'H-NMR ve

BC.NMR degerleri asagidadir.

: C36H3306N:

: 594

: 0.62 (Sistem 10)

: 210,282 nm
12941, 1581, 1512,
1438, 1272, 1194,
1048, 1015, 917,
838,757 cm™

"H-NMR (8, ppm, 90 MHz)

2.56
2.63
3.23
3.58
5.45

(s,2-NMe)
(s, 2’-NMe)
(s, 6-OMe)
(s, 6’-OMe)
(s, 10-H)

6.35-7.36 (m, Ar-H)

BC-NMR (3, ppm, 22.4 MHz)

25.1 (4’-C)
28.7 (4-C)
37.6 (a-C)
393 (a’-C)
42.1 (2xNMe)
43.7 (3-C)
45.0 (3’-C)
55.1 (OMe)
58.4 (2xOMe)
61.2 (1’-C)
64.1 (1-C)
108.6 (5’-C)
111.3 (5-C)
114.1 (13-C)
116.1 (10-C)
117.1 (8-C)
119.2 (11°-C)
120.9 (13°-C)
122.2 (8a’-C)
122.5 (4a’-C)
124.4 (8a-C)

124.5 (14-C)
128.1 (4a-C)
129.0 (10°-C)
130.0 (9°-C)
131.0 (14-C)
132.5 (7°-C)
135.0 (9-C)
139.3 (8°-C)
143.1 (11-C)
1433 (7-C)
146.0 (12-C)
146.7 (6’-C)
1482 (6-C)
152.1 (12°-C)
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Sekil 4.7. Aromolin’in NMR, IR ve UV spektrumlan
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PALMATIN (R4)

NMR (CDCl;+CD30D): 1H-NMR
ve 13C-NMR degerleri asagidadir.

'"H-NMR (8, ppm, 90 MHz)

3.98
4.06
4.08
4.28
5.05
6.84
7.48
7.80
8.07
8.71
0.92

(s, 2-OMe)

(s, 3-OMe)

(s, 9-OMe)

(s, 10-OMe)
(t,j: 6.26 Hz 6-H)
(s,4-H)

(s, 1-H)

(d,j: 9.01, 12-H)
(d,j: 9.01, 11-H)
(s, 13-H)

(s, 8-H)

Formiilii
Molekiil agirligy
Rf degeri

UV (A, max)

IR (v, KBr)

: Co1HpO4N™

=352

: 0.73 (Sistem 8)

: 205, 223, 266, 347 nm

: 1604, 1566, 1507, 1454,
1361, 1274, 1237, 1139,
1107, 1033, 968 cm™

BC-NMR (8, ppm, 22.4 MHz)

26.83

56.07

56.39

56.84

57.05

62.30
108.36
110.72
118.62
119.88
121.75
123.18
126.23
127.91
133.56
137.80
144.39
145.00
149.36
150.18
152.09

(C-5)
(1-OMe)
(C-6)
(2-OMe)
(3-OMe)
(9-OMe)
C-1)
(C-4)
(C-8a)
(C-13)
(C-13b)
(C-11)
(C-12)
(C-122)
(C-4a)
(C-132)
(C-10)
(C-8)
(C-2)
(C-3)
(C-9)
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Sekil 4.8. Palmatin’in NMR, IR ve UV spektrumlar
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BERBERIN (R5)

* Sari renkli kristaldir ve suda ¢oziildiigiinde
suyun rengini sariya boyar.

NMR (CDCl;+CD;0D) : '"H-NMR ve
'3C-NMR spektrumlar asagidadur.

"H-NMR (3, ppm, 90 MHz)

410 (s,10-OMe)
420 (s, 9-OMe)
6.10 (s, -OCH,0-)
6.96 (s, 4-H)

7.66 (s, 1-H)

8.05 (d, 12-H)
8.70 (s, 13-H)
9.76 (s, 8-H)

Formiilii
Molekiil agirlig:
Rf degeri

UV (A max)

IR (v, KBr)

: CooH sO4N™

: 336

: 0.65 (Sistem 8)

: 204, 225, 266, 347 nm
: 1602, 1567, 1503, 1478
1387, 1360, 1274, 1250,
1140, 1099, 1036, 971,
934,911, 886, 819 cm’™*

BC-NMR (3, ppm, 22.4 MHz)

27.36

55.99

57.00

62.46
102.08
105.06
108.60
119.59
120.12
122.16
122.69
126.60
130.55
133.44
138.04
145.29
146.10
148.42
150.54
150.70

(C-5)
(C-6)
(OMe)
(OMe)
(2,3-OCH,0)
(C-1)
(C-4)
(C-13)
(C-13b)
(C-8a)
(C-12)
(C-11)
(C-4a)
(C-122)
(C-139)
(C-9)
(C-8)
(C-2)
(C-3)
(C-10)
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Sekil 4.9. Berberin’in NMR, IR ve UV spektrumlari
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JATRORHIZIN (R6)

Formiilii
Molekiil agirligy
Rf degeri

UV (A, max)

IR (v, KBr)

NMR (CDCI;+CD;0D) : '"H-NMR ve
13C_NMR degerleri asagidadur.

"H-NMR (8, ppm, 90 MHz)

4.08 (s,2-OMe)

424 (s, 3-OMe)

429 (s, 10-OMe)
498 (t,7:8.9,6-H)
6.83 (s, 4-H)

7.51 (s, 1-H)

7.80 (d,j:9.12,12-H)
8.11 (d,;:9.12,11-H)
8.76 (s, 13-H)

9.79 (s, 8-H)

: CaoHz0O4N™

:338

: 0.45 (Sistem 7)

: 206, 225, 266, 347 nm

: 1602, 1529, 1509, 1360,
1274, 1239, 1142, 1107,
1066, 1020, 973, 812 cm™

BC-NMR (8, ppm, 22.4 MHz)
26.63 (C-5)
56.52 (2-OMe)
56.84 (C-6)
57.17 (10-OMe)
62.26 (9-OMe)

108.64 (C-4)
114.46 (C-1)
117.84 (C-1a)
119.88 (C-13)
121.53 (C-82)
123.18 (C-12)
126.27 (C-11)
128.15 (C-4a)
133.77 (C-12a)
138.24 (C-14)
143.56 (C-9)
144.56 (C-8)
147.85 (C-2)
149.89 (C-10)
150.01 (C-3)
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Sekil 4.10. Jatrorhizin’in NMR, IR ve UV spektrumlari
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KOLUMBAMIN (R7)

Formiilii : CaoHaO4N*

Molekiil agirlig r 33

Rf degeri : 0.5 (Sistem 7)

UV (A, max) : 206, 225, 266, 347 nm

IR (v, KBr) : 1735, 1606, 1512, 1458,
1362, 1281, 1089, 1021,

971, 804 cm’™

NMR (CDCI;+CD;0D): 'H-NMR

degerleri asagidadir.

"H-NMR (8, ppm, 90 MHz)

3.84 (s, 3-OMe)
4.02 (s, 10-OMe)
4.05 (s, 9-OMe)
7.00 (s, 1-H)
7.60 (d, 12-H)
8.08 (d, 11-H)
9.89 (s, 8-H)
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Sekil 4.11. Kolumbamin’in NMR, IR ve UV spektrumlar
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MAGNOFLORIN (RS)

NMR (DMSO) : '"H-NMR ve
BC-NMR degerleri asagidadir.

"H-NMR (5, ppm, 90 MHz)

2.92
3.41
3.80
3.84
6.93
6.97

(s, 6-N-Me)
(s, 6-N-Me)
(s, 10-OMe)
(s, 2-OMe)
(s, 3-H)

(s, 8,9-H)

Formiilii
Molekiil agirhig:
Rf degeri

UV (2, max)

IR (v, KBr)

: CooHsO4N™

1342

: 0.32 (Sister 8)

: 205, 222, 280 nm

: 1614, 1459, 1437,
1242, 1118, 1043, 831

cm’!

3C-NMR (5, ppm, 22.4 MHz)

23.05
29.69
42.88
52.98
55.87
56.03
59.90
68.00
110.44
111.41
119.27
119.59
119.84
120.21
120.82
125.79
141.59
142.44
148.67
149.24

(C-4)
(C-7)
(N-Me)
(N-Me)
(OMe)
(OMe)
(C-5)
(C-62)
(C-3)
(C-9)
(C-1b)
(C-1a)
(C-11a)
(C-32)
(C-8)
(C-7a)
(C-1
(C-11)
(C-10)
(C-2)

119



1 JJ g

T N Y R T TN R T T L e ety e e

8 = g g 3 3 2

'H-NMR spektrumu

L e e i e B e I I e S

3C-NMR spektrumu

G ST
—igs s
__..5"'?:’5?46.::
8 ]
e

'za0s.0  zewinn 1509.8 ene.a

IR spektrumu UV spektrumu

Sekil 4.12. Magnoflorin’in NMR, IR ve UV spektrumlan

120



4.4, Kantitatif Analiz Sonuglari

4.4.1. Yiiksek Basin¢h S1vi Kromatografisi (YBSK) ile Izokinolin Alkaloitlerinin Miktar

Tayini

Bolim 3.2.1.2° de belirtilen ekstraksiyon yontemi kullanilarak dért Berberis tiiriiniin
kok, govde ve dallarindan alkaloit ekstreleri hazirlandi. Bu ekstrelerde, daha énce izole edilen
alkaloitlerin miktarlar1 belirlendi. YBSK analizlerinde Béliim 3.2.2.2° de verilen sartlar
kullanildi. DAD ile 190-450 nm araliginda ve 5 farkli UV filtre ile alinan spektrumlarla pik
safliklar1 kontrol edilerek ve maddelerin UV spektrumlar karsilastirilarak sonuglar berbamin,
oksiakantin, aromolin ve magnoflorin i¢in 220 nm ve berberin, palmatin, jatrorhizin ve
kolumbamin igin 345 nm de alindi. Tablo 3.4’ de verilen konsantrasyonlarda hazirlanan
standart alkaloit ¢o6zeltileri kullamilarak kalibrasyon egrileri hazirlandi. Bu amagla her
cozeltiden iiger enjeksiyon yapilarak alinan pik alan degerlerinin ortalamalann kullanildi.
Standart ¢ozeltilerin farkli konsantrasyonlarina karsi okunan bu alan degerleri grafige
gegirilip (Sekil 4.13, 4.14) kalibrasyon.denklemleri ve korelasyon katsayilar belirlendi. Bu
denklem ve katsayilar Tablo 4.2" de verilmektedir.

Tablo 4.2. Standart maddelerin kalibrasyon denklemleri ve korelasyon katsayilari

Alkaloitler Kalibrasyon denklemleri Korelasyon katsayilar
Berberin y=27429.025 x - 19.975 r=0.999
Palmatin y=23539.405 x +172.387 r=0.999
Jatrorrhizin y=14371.214x + 94.574 r=0.999
Kolumbamin y =26865.323 x - 23.129 r=0.999
Berbamin y=19186.902 x + 49.913 r=0.999
Oksiakantin y=28513.004 x + 167.621 r=0.999
Aromolin y =35839.383 x -976.297 r=0.989
Magnoflorin y=26865.323 x - 23.129 r=0.999
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Sekil 4.13.220 nm de degerlendirilen standart alkaloitlerin kalibrasyon egrileri
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100001

80001
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Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.14.345 nm de degerlendirilen standart alkaloitlerin kalibrasyon egrileri
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Daha sonra ¢alisilan dort Berberis tiriiniin kok, gévde ve dallarindan Boliim 3.2.1.2°
de verilen yonteme gore hazirlanan ekstrelerden, Tablo 3.3’ de verilen konsantrasyon
araliklarinda ¢ozeltiler hazirlandi. Bu 5 farkli ekstrede 8 alkaloitin miktarlarina bakildi.
Alkaloit ekstreleri Ultracarb Cyy kolonda oda sicakliginda ve A) 0.2 M NaClO4: %70’lik
HCIO4 (1000: 0.2), B) MeOH c¢bdziicii sistemi kullanilarak 30 dakikalik gradient akis ile
ayrildi. Bu ayrilan sekiz alkaloitin miktarlar1 Tablo 4.2° deki kalibrasyon denklemleri
kullanilarak hesaplandi. Her bir numune ¢ozeltisinden iicer enjeksiyon yapilarak ortalama
degerler kullanildi. Standart alkaloitlere ve analizi yapilan bes alkaloit ekstresine ait 6rnek

kromatogramlar Sekil 4.15-4.21° de, YBSK analizleri sonucunda alinan sonuglar ise Tablo

43" de verilmektedir.

Tablo 4.3. Berberis tiirlerinden hazirlanan ekstrelerde bulunan baslica alkaloitlerin

miktarlari (%)

B.cretica B.vulgaris B.crataegina B.integerrima
Alkaloitler o
K G D K G D K G D K G D
I 255 | 148 | 1.86 | 521 | 0.97 | 1.26 | 0.30 | 2.11 1.85 | 3.69 | 2.59 | 1.38
I 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
berberin IIT | 452 | 1564 | 3.51 | 8.83 | 493 | 436 | 1825 5.72 | 6.17 | 3.24 | 3.19 | 7.31
IV | 12,99 0 0 333 | 2.09 | 1.53 | 031 | 6.49 | 0.58 | 494 | 3.75 | 0.52
V | 070 | 053 | 0.30 | 0.56 | 0.41 | 0.26 | 0.64 | 0.33 | 0.31 | 0.85 | 1.34 | 0.58
| 095 | 0.23 0 1.14 0 0 0 0.09 | 0.01 | 0.44 | 0.18 | 0.002
11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
palmatin III | 22.09 [ 3515 | 3.91 (2723 | 2.15 | 3.46 | 2749|2298 | 7.56 | 10.63 | 4.94 0
IV | 3.01 0 0 0.85 0 0 0 2.87 0 153 | 222 0
vV | 1.10 | 0.03 0 0.44 | 0.02 0 0.45 0 0 1.05 | 0.32 0
I 261 [ 028 | 1.11 | 1.80 0 0.12 0 0.14 | 024 | 091 | 0.72 | 0.23
11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
jatrorrhizin | III | 0.42 0 0 0.16 0 0 0.36 0 0 0 0 0
IV | 4.83 0 0 0 0 0 .0 0 0 0.43 0 0
V | 353 | 1.00 | 0.88 | 246 | 0.40 | 0.39 | 2.06 | 0.75 | 0.54 | 426 [ 2.13 | 0.52




I |020]002]|03 /05| 0 0 0 0 0 | 021013 002
o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
kolumbamin | O [ 022 | © 0 [039] 0 0 0 [022] 0 0 0 0
v | 078 | © 0 0 0 0 0 0 0 [004]| O 0
vV | 048 | 0.12 | 005 | 057 | 008 | 0.13 | 0.77 | 0.11 | 0.05 | 0.95 | 0.60 | 0.06
I | 104|097 012|151 |032]|068| 0 | 026|028/ 103]111]035
I |21.72 | 24.15 | 11.75 | 45.88 | 33.22 | 44.52 | 33.43 | 21.95 | 4.03 |36.73 | 71.99 | 25.34
hicebata I | 668 | 212 | 0.76 | 3.77 | 936 | 2.00 | 2.92 | 1.96 | 1.24 | 496 | 12.59 | 0.53
IV | 487 | 0 0 o o2 © 0 0 0 0 0 0
v | 731 | 722 1201 [ 1492|1022 o | 377 | 0 0 0 0 0
1 | 086|162 | 068|152 016|038 0 | 095|049 | 1.55 | 1.18 | 0.11
1L | 19.66 | 30.62 | 13.53 | 37.39 | 29.56 | 22.67 | 48.76 | 30.38 | 4.44 | 49.86 | 77.58 | 23.59
oksiakantin | I | 337 | 132 | 0 | 160 | 679 | 024 | 519 | 267 | 0.79 | 830 |16.17| 0
v | 414 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
v] o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I | 059 | 056|018 | 029|026 | 025|016 | 029 | 023 | 034 | 0.43 | 0.20
I | 1523|1494 296 | 643 | 697 | 1296 | 7.72 | 3.27 | 0.75 | 10.46 | 31.70 | 12.46
arbmiddin I | 453 | 159|091 | 0 [258| o0 0 0 o | 127 | sH | B
v | 136 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
v | o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I | 215|209 | 879 | 172 | 099 | 1.28 | 0.08 | 0.94 | 3.19 | 1.70 | 3.45 | 3.21
om| o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
magnofiorin | IO | 0 6 [122] o 0 0 0 0 0 0 0 | o8l
Iv | 1.00 | © 0 0 [122]039| 0 |077 125|075 087|093
v | 518 | 7.73 | 1232 650 | 8.61 | 7.25 | 3.49 | 491 | 6.25 | 16.93 | 20.13 | 13.31

* :Ekstreler (Bsliim 3.2.1.2.), K: kok, G: gbvde, D: dal

Berberis tiirlerinin gesitli organlarindan elde edilen 5 farkli ekstreden alinan bu
sonuglar toplanarak Berberis tiirlerinin incelenen organlarindaki 8 alkaloitin toplam

miktarlar Tablo 4.4’ de ve Sekil 4.22° de verilmektedir.
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Sekil 4.15 : I. Ekstrenin 220 ve 345 nm’ lerdeki YBSK kromatogrami

(A: magnoflorin, C: oksiakantin, D: berbamin, E: kolumbamin, F: jatrorhizin, G: berberin, H: palmatin)
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Sekil 4.16 : II. Ekstrenin 220 ve 345 nm’ lerdeki YBSK kromatogrami

(B: aromolin, C: oksiakantin, D: berbamin)
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Sekil 4.17 : II1. Ekstrenin 220 ve 345 nm’ lerdeki YBSK kromatogrami

(C: oksiakantin, D: berbamin, F: jatrorhizin, G: berberin, H: palmatin)
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Sekil 4.18 : IV. Ekstrenin 220 ve 345 nm’ lerdeki YBSK kromatogrami

(A: magnoflorin, B: aromolin, C: oksiakantin, D: berbamin, E: kolumbamin, F: jatrorhizin, G: berberin, H:
palmatin)
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Sekil 4.19 : V. Ekstrenin 220 ve 345 nm’ lerdeki YBSK kromatogrami

(A: magnoflorin, E: kolumbamin, F: jatrorhizin, G: berberin, H: palmatin)
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Sekil 4.20 : 220 nm’ de degerlendirilen standart alkaloit karigiminin YBSK kromatogrami

(A: magnoflorin, B: aromolin, C: oksiakantin, D: berbamin)
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Sekil 4.21 : 345 nm’ de degerlendirilen standart alkaloit karisiminin YBSK kromatogrami

(E: kolumbamin, F: jatrorhizin, G: berberin, H: palmatin)

Tablo 4.4 : Berberis tiirlerinde bulunan 6nemli alkaloitlerin % miktarlar

B.cretica B.vulgaris B.crataegina B.integerrima
Alkaloitler
K G D K G D K G D K G D

berberin 133 | 0.17 | 0.09 | 1.24 | 0.14 | 0.05 | 1.16 | 0.19 | 0.06 | 1.19 | 0.22 | 0.12
palmatin 0.51 022 | 0.01 | 0.17 | 0.0 | 0.01 | 0.17 | 0.18 | 0.02 | 0.15 | 0.08 | 0.01
jatrorhizin 1.02 | 0.13 | 0.15 | 037 | 0.09 | 0.05 | 0.25 | 0.08 | 0.05 | 0.39 | 0.24 | 0.05
kolumbamin | 0.14 | 0.02 | 0.01 | 0.09 | 0.02 | 0.01 | 0.09 | 0.013| 0.0l | 0.09 | 0.07 | 0.01
berbamin 212 | 1.07 | 1.77 | 250 | 239 | 0.15 | 0.70 | 0.17 | 0.02 | 047 | 0.55 | 0.14
oksiakantin | 038 | 021 | 0.03 [ 0.32 | 0.18 | 0.07 [ 036 | 0.24 | 0.03 | 0.64 | 0.58 | 0.12
aromolin 024 | 0.10 | 0.01 [ 0.05 | 0.05 | 0.04 | 0.06 | 0.03 | 0.01 | 0.13 [ 023 | 0.07
magnoflorin | 1.25 | 0.98 | 1.97 | 0.94 | 1.86 | 0.59 | 0.42 | 0.55 | 0.56 | 1.52 | 2.21 | 1.43
TOPLAM 6.99 | 290 | 4.04 | 5.68 | 4.74 | 0.97 | 3.21 | 1.45 | 0.76 | 4.58 | 4.16 | 1.95

K: kok, G: gbvde, D: dal
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Sekil 4.22. Berberis tiirlerinde bulunan alkaloit miktarlari (%) (K: Kok, G: Govde, D: Dal)




4.5. Berberin Alkaloitinin Antikanser Etki Sonuclan
Boliim 3.5” de verilen sartlarda yapilan ¢alismalarda asagidaki sonuglar alinmigtir:

C6 glioma hiicre kiiltiirlerindeki etkisi: 0.1 pg/mL dozda uygulanan berberin DMSO’
ya kars1 hiicre sayilarinda bir degisiklik olusturmazken, kontrole karsi hiicre sayilarinda
p<0.01 anlamlihkta bir azalma goézlenmektedir. 1 pg/mL dozda uygulanmasi hiicre
sayilarinda p<0.01 anlamlilikta, 10 pg/mL dozda uygulanmasi ise p<0.005 anlamlilikta bir
azalmaya sebep olmustur. 10 mg/mL dozda berberinin C6 glioma hiicre sayilar {izerine olan
etkisi yaklasik olarak vinkristin sfilfatin 0.5 pg/mL dozda uygulanmas: ile olusan azalmaya

yakindir. Bu ¢alisma ayrica Colony Forming Efficiency assay (CFE) uygulanarak yapilmalidir
(313).

CO25 N-RAS onkojen tasiyan myoblast hiicre kiiltiirlerindeki etkisi: berberin 0.1
pg/mL dozda, DMP’1n olusturdugu tiimorojenik etkiyi engelleyemedi. Ancak 1 ve 10 pg/mL
dozlarda DMP’1n etkisini engelledi.

NIH 3T3/F29 fibroblast hiicre kiiltiirlerindeki etkisi: 24 saat sonunda alinan sonuglarda
berberinin 100 mg/mL dozda az bir toksisitesi oldugu, bunun altindaki dozlarda ise
toksisitenin olmadig: gézlendi ve bu sonuclar Masson’s Trichroma teknigi ile boyama sonucu

alinan morfolojik degerlendirmeler ile desteklendi (327, 328).






5. SONUC VE TARTISMA

Berberis L. (Berberidaceae) tiirleri ¢ok uzun zamandan bu yana gesitli tedavi edici
ozelliklerinden dolayr yaygin olarak kullanilmaktadir. Gerek bitkisel drog gerekse
icerdikleri alkaloitler farmasotik preparatlarin terkiplerine girmektedir (17). Berberis tiirleri
bu yaygin kullanilislarina paralel olarak tiim diinyada oldukg¢a yaygin yetisen
bitkilerdendir. Bu cinsin Tiirkiye florasinda da dort tiirii kayitlidir. Bunlar B. crataegina, B.
vulgaris, B. cretica ve B. integerrima’ dir (11). Bu tiirler yetistigi yorelerde “Amberparis,
Diken iiziimili, Karamuk, Sar1 odun ve Sar1 aga¢” gibi adlarla bilinmekte, aktarlarda
satilmakta ve genellikle inflizyon ve dekoksiyon halinde ya da tentiir olarak tonik, midevi,

karaciger ve safra kesesi hastaliklarinda kullanilmaktadirlar (5,7).

Bu ¢aligma kapsaminda tilkemizde yetisen dort tiir farkli yorelerden toplanarak kok,
govde ve dallar1 alkaloitleri bakimindan incelendi. Bu tez ¢alismas: izolasyon ve miktar
tayini olmak iizere {i¢ boliimden olusmaktadir. Izolasyon ¢aligmalarimiz sonucunda dort
protoberberin, li¢ bisbenzilizokinolin ve bir aporfin alkaloiti olmak tizere toplam sekiz
1zokinolin alkaloiti izole edilip yapilar1 belirlendi. Daha sonra bu alkaloitlerin ¢alisilan dort
Berberis tlirtintin kok, govde ve dallarindaki miktarlar1 belirlendi. Ayrica bu ¢alismada
antikanser aktivite calismalar1 da baslatildi. Ilk olarak kaynak taramalar sirasinda edinilen

bilgiler dogrultusunda berberinin antikanser aktivitesi ¢alisildi.

Calismamizin ilk boliimiinii olusturan izolasyon ¢alismalarimizda kolay ve bol
miktarda topladifimiz B. crataegina referans bitki olarak secildi. Bu bitkinin kokleri
kurutulup toz edildi. Buradaki amacimiz alkaloitlerin izolasyonu oldugu i¢in drog, genel
alkaloit ekstraksiyon yontemlerinden olan alkolle ekstraksiyon yontemi ile ekstre edildi.
Bunun igin drog %96’ lik etanol ile masere edildi. Etanol uzaklastirildiktan sonra kalan
bakiye seyreltik asit ¢Ozeltisi ile ¢oziildi. Ortam amonyum hidroksit c¢ozeltisi ile
baziklestirilip 6nce eter ve sonra kloroform ile ekstre edildi. Daha sonra bazik ¢ozeltide
kalan polar alkaloitler ¢ozelti asitlendirildikten sonra Mayer reaktifi ile ¢oktiirtildii. Bu
¢Bken alkaloitler iyon degistirici re¢ineden gegirilerek katerner alkaloit tuzlar: halinde elde
edildi. Daha sonra bu ii¢ alkaloit fraksiyonu Kolon Kromatografisi ve preparatif Yiiksek

Basingli S1vi Kromatografisi yontemleri kullanilarak saflastirld.

Ekstraksiyon c¢aligmalarimiz sonucunda koklerden ‘elde edilen toplam ekstre

miktarinin gdvde ve dallardan daha fazla oldugu bulundu. Bolim 3.2.1.2° de belirtilen



yonteme gore yapilan ekstraksiyonlarda V nolu ekstre yani katerner gruplari igeren
ekstrenin miktarinin (%8.0-22.8) diger ekstre miktarlarina (%0.1-3.7) gére daha fazla
oldugu gozlendi. Toplam alkaloitler bakimindan ise en zengin tiiriin B. cretica oldugu

belirlendi. Daha sonra ise B. vulgaris gelmektedir.

Eter ekstresi alumina kolonda kloroform-metanol ¢dziicii sistemi ile saflastirildi. Bu
fraksiyondan li¢ ana alkaloit izole edildi. Buradan alinan alkaloitlerin UV, IR, 'H-NMR ve
BC.NMR spektrumlari alindi. UV spektrumlarinda 283 nm’de maksimum gézlenmesi ve
en yliksek absorbanslari 225 nm’de vermeleri bize bu alkaloitlerin bisbenzilizokinolin
grubu olabilecegini diistindiirdii. '"H-NMR sﬁektmmlarmda 2.55 ppm civarinda birbirine
¢ok yakin iki metil bize iki azot atomuna bagh iki metil varhgim ve C-NMR
spektrumunda ise karbon atomlarinin sayisi bize bu alkaloitlerin dimer olabilecegini
gosterdi. Bu alinan spektral degerlerin literatiir bilgileri ile karsilagtinlmalar sonucu ve
ITK ve YBSK analizlerinde standartlarla karsilastinlmalart sonucunda izole edilen

maddelerin berbamin, oksiakantin ve aromolin oldugu saptandi.

Kloroform ve katerner ekstre silikajel kolonda ve kloroform-metanol ¢oziici
sistemi ile ayrildi. Kloroform ekstresi hem apolar hem de polar alkaloitleri karigim halinde
icermektedir. Bu nedenle kloroform ekstresinden berberin, berbamin, oksiakantin ve

aromolin ayrildu.

Katerner ekstre ise polar kuaterner alkaloit tuzlarini icermektedir. Bu ekstrede
bulunan alkaloitler katerner azot atomu tasirlar. Bu ekstrenin ayirimi sonucunda bes ana
alkaloit izole edildi. Alinan spektral dl¢limler sonucunda dort alkaloitin benzer yapilar
gosterdigi bulundu. UV spektrumunda karakteristik olarak ~ 440, 345, 260 nm lerde {i¢
maksimum pik ve ~ 380, 300, 250 nm lerde de minimum pik vermeleri bize bu
alkaloitlerin protoberberin tiirevi olduklarini diisiindiirdii. 'H-NMR spektrumlarinda 7.90-
8.15 ppm civarinda gozlenen ¢iftin ¢ifti pik, 3.88 ppm ve 4.18-4.30 ppm lerde gozlenen ve
metoksi gruplarina ait tek pikler ve aromatik protonlara ait tek pikler karakteristik olarak
yapmin protoberberin oldugunu gosterdi. Bu goriisiimiiziin dogrulanmasinda BC.NMR
spektrumundan alinan karbon sayilari da yardimei oldu. Biittin bu bulunan spektral
degerler literatiir verileri ile karsilastirilarak izole edilen alkaloitlerin berberin, palmatin,
kolumbamin ve jatrorhizin oldugu bulundu. Bu maddeler standartlarla ITK ve YBSK ile

karsilastirilarak kontrol edildi.



Ayni ekstreden alinan bir bagka madde kirli beyaz bir alkaloitti. Bu alkaloit ITK
incelemeleri sonucunda UV lamba altinda mavi floresans verdi. Bu renk bize bu alkaloitin
magnoflorin olabilecegini goésterdi. Bu alkaloitin spektral 6lcilimleri alindi. UV
spektrumunda 270-280 nm lerde tek bir pik verdi. En yiiksek absorbans degeri ise 220 nm
de alind1. Bu da bize yapimin aporfin olabilecegini diisiindiirdii. '"H-NMR spektrumunda 3.5
ppm civarinda ve 2.7 ppm civarinda metoksillere ait sinyaller vermesi, BC.NMR
spektrumundan alinan karbon sayilart bu goriistimiizi kuvvetlendirdi. Bu spektral
degerlerin literatiir verileri ile karsilagtinlmalar1 sonucunda ve standartlarla yapilan ITK ve

YBSK Kkarsilastirmalari sonucunda izole edilen alkaloitin magnoflorin oldugu bulundu.

Calismamizin ikinci boliimiinde iilkemizde yetisen B. crataegina, B. cretica, B.
vulgaris ve B. integerrima’ min kok, govde ve dallarinda izole edilen alkaloitlerin
miktarlar1 belirlendi. Miktar tayini ¢aligmalan ters faz iyon ¢ifti Yiiksek Basingli Sivi
Kromatografisi (YBSK) yontemi kullanilarak yapildi. Bu amagla kurutulan kok, gévde ve
dallar ayni sartlarda ekstre edildi. Ug ana ekstre ve iki ara faz olmak {izere toplam bes
alkaloit fraksiyonu alindi. Ekstraksiyon yontemi Boliim 3.2.1.2° de verilmektedir. Ayni
sartlarda hazirlanan ekstrelerden Tablo 3.3’ de belirtilen konsantrasyon araliklarinda
hazirlanan cozeltilerden 5° er pl YBSK analizlerinde kullanildi. Alkaloitler ODS-Cyy
kolonda NaClO4:HCIO4 ve MeOH gradient sisteminde 30 dakika icerisinde tam olarak
ayrildi (Boliim 4.4.1). Miktar tayini ¢caligmalarimizda degerlendirmeler 220 ve 345 nm
olmak tizere iki farkli dalga boyunda yapildi. Clinkii numunelerimiz farkli gruplara ait
izokinolin alkaloitlerini tasimaktadir. Bu nedenle her grubun vermis oldugu maksimum
absorbans noktas1 da farklidir. Miktarlanini belirledigimiz alkaloitlerden berbamin,
oksiakantin, aromolin ve magnoflorin 220 nm de, berberin, palmatin, kolumbamin ve
jatrorhizin ise 345 nm de degerlendirildi. Analizler sonucunda alinan pik alan degerleri
kullanilarak miktarlar belirlendi. Standart madde olarak izole edilerek yapilan tayin edilen
alkaloitler kullanildi. Bu alkaloitlerden Tablo 3.4’ de belirtilen konsantrasyon araliklarinda
hazirlanan ¢ozeltilerle hesaplanan ve Tablo 4.2° de gosterilen kalibrasyon denklemleri
kullanilarak ekstrelerdeki yiizde alkaloit miktarlar1 belirlendi (Tablo 4.3). Tim
ekstrelerdeki sonuglar toplanarak bitkideki toplam alkaloit miktarlan kék, gévde ve dallar
olmak iizere hesaplandi. Bu sonuglar Tablo 4.4 ve Sekil 4.22° de verilmektedir. Bu
analizler sonucu her ekstreden alinan omek kromatogramlar Sekil 4.15-4.21° de

verilmektedir.



Miktar tayini ¢alismalari sonucunda izole edilerek yapilar tayin edilen sekiz
alkaloitin tiim ekstrelerde ana alkaloitler oldugu gézlendi. Calisilan bitkiler bu alkaloitler
bakimindan degerlendirildiginde bunlarin toplaminin B. cretica koklerinde % 6.99, B.
vulgaris koklerinde % 5.68, B. integerrima koklerinde % 4.58 ve B. crataegina koklerinde
% 3.21 oldugu bulundu. Biitiin tiirlerin gévde ve dallarinda ise bu oranlann diistiigii
gozlendi. Calisilan dort tiirde de berberin miktarlan birbirine ¢ok yakin bulundu. Kéklerde
% 1.16-1.33, govdelerde % 0.14-0.22 ve dallarda % 0.05-0.12. Fakat tiirler arasinda
berbamin ve magnoflorin miktarlar agisindan oldukca belirgin farkliliklar bulunmaktadir.
B. cretica ve B. vulgaris’ de berbamin miktan yiiksek iken (% 1.07-2.12 ve % 0.15-2.5), B.
integerrima’ da magnoflorin miktar artmistir (%1.43-2.21). B. crataegina’ da ise kéklerde
berberin (% 1.16), gévde ve dallarda magnoflorin (% 0.55 ve 0.56) miktarlar1 yiiksek

bulundu.

Berberis tiirleri ile ilgili bu giine kadar yapilmis olan kimyasal ¢alismalarin biiyiik
bir cogunlugunu izolasyon calismalari olusturmaktadir. Berberis’ lerle yapilmis miktar
tayini calismalar1 ise olduk¢a azdir. Yapilan ¢alismalar ise genellikle spektrofotometrik
Olctimlere dayanmaktadir. Bu nedenle miktar tayini ¢alismalarimiz sonucunda bulunan
degerleri literatiir verileri ile karsilastirmak pek miimkiin degildir. Ayrica yapilan kaynak
taramalar1 sonucunda gozlenen degerler oldukca farklilik gostermektedir. Bu konudaki

baz literatlir verileri asagida verilmektedir:
B. cretica berberin : % 0.00012-0.54 (94, 98)
palmatin : % 0.00162 (98)
kolumbamin : % 0.00004 (98)
jatrorhizin  : % 0.00076 (98)
magnoflorin : % 0.00009 (98)
B. integerrima oksiakantin  : % 0.0257 (201)
B. vulgaris berberin 1% 0.16-8.0 (71, 167, 168, 170, 171, 174, 180, 181)
berbamin 1% 0.59 (168)
oksiakantin  :% 1.0 (168)

kolumbamin : % 0.29 (168)



jatrorhizin ~ : % 0.36 (168)

B. crataegina berberin : %0.36 (94)

Yapilan kaynak taramalan sonucunda tilkemizde Berberis tiirleri ile ilgili yapilmig
cok az calismaya rastlanmistir. Bu ¢alismalardan ¢ok azi alkaloitlerle ilgilidir. Tiirkiye’ de
yetisen tlirlerden B. crataegina, B. vulgaris ve B. cretica daha 6nceden galigilmasina
ragmen B. integerrima ilk kez bu ¢alismada ele alinmistir. Daha 6nceden ¢alisilan {ic tiirde
berberin miktarinin % 0.36-0.77 ve total alkaloit miktarinin ise % 1.08-1.27 oldugu
kayithdir (94). Baska bir ¢alismada ise yine iilkemizde yetisen B. crataegina kok
ekstrelerinde yapilan spektrofotometrik 6l¢ilimler sonucunda berberin miktarinin %2.24
oldugu belirtilmektedir (268). Fakat yapilan bu ve benzer spektrofotometrik ¢aligmalarin
sonuglan ile bizim yaptigimiz YBSK calismasinin sonuglarimi karsilastirmak miimkiin
degildir. Ciinkii, ekstreler icerisinde ayni alkaloit grubuna dahil olan ve bu nedenle ayni
UV spektrumlan veren pek cok alkaloit vardir. Sonugta bulunan degerler o gruba ait
alkaloitlerin toplam degeri olacaktir. Bu nedenle YBSK daha giivenilir sonuglar

vermektedir.

Yapilan kimyasal incelemeler sonucunda bulunan alkaloit ylizdeleri bize, bu tip
alkaloitler icin {ilkemizde yetisen dort Berberis tiirliniin kaynak olamayacagini
gOstermistir. Clinkii bugiin diinyada berberin ve tibbi bakimdan énemli olan protoberberin
alkaloitleri, gerek izolasyon gerekse doku kiiltiirii metodu ile Coptis rizomlarindan elde
edilmektedir. Coptis tiirleri hem ¢ok yaygin olarak yetismekte hem de alkaloit verimi

olarak diger cinslerden daha once gelmektedir.

Berberinin antikanser etkisinin bulundugu rapor edildiginden, bu calismada elde
edilen berberin alkaloitinin antikanser etkisine Anadolu Universitesi Tibbi ve Aromatik
Bitki ve Ilag Arastirma Merkezi (TBAM) Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda bakildi. Yapilan
in vitro test sonucunda berberinin C6 gliomalar iizerine apoptotik etkisi bulundu. Bu
sekilde, daha 6nce yapilmis olan ¢alismalar ile uyumlu sonuglar alinmis oldu (313, 314).
Berberinin C6 gliomalar lizerinde 10 pg/mL’de gostermis oldugu sitotoksik (apoptotik)
etki fibroblastlar iizerinde 100 pg/mL doz uygulamas: ile dahi olugsmamistir. Bu nedenle
bir segicilikten s6z edilebilir. Daha 6nce yapilmis olan bir ¢alismada kullanilan yiiksek doz

(100-200 pg/mL) berberin ile toksisitenin gbzlenmemesi bu bulgulannmizi



desteklemektedir (312). Aymi calismada berberinin hiicre siklusunu G2/M fazinda
durdurdugunun gosterilmesi CO25 hiicreleri ile yapilan calismada berberinin DMP’in
tlimorojenik etkisini engellemesi ile ilgili bulgularimizi da desteklemektedir. Sonug olarak
berberin, 10 pg/mL dozda in vitro olarak glioma hiicreleri iizerine sitotoksik etkilidir ve
ayni dozda viicutta en yaygin bigimde bulunan fibroblastlar (bag dokusu hiicreleri) iizerine
sitotoksik etkisinin godzlenmemesi nedeni ile segici bir antitimdr ajan olabilecegi

s6ylenebilir. Bu konudaki ¢calismalarimiz daha ayrnintili olarak devam etmektedir.

Ulkemizde Berberis tiirleri ile ilgili boyle kapsamli bir calisma ilk olarak
yapilmistir. Tiirkiye Floras1’ na kayitli dort tiir kimyasal olarak ayni sartlarda ilk kez bu
calisma ile degerlendirilmistir. Uygulanan miktar tayini ¢aligmas ilkemizde ilktir. Dort
bitkinin degisik organlarinda yapilan ITK ve YBSK incelemeleri sonucunda izole edilen
sekiz alkaloitin tiim tiirlerde baslica alkaloitler oldugu bulunmustur. Bundan sonraki
calismalarimiz mindr alkaloitler tizerinde devam edecektir. Ayrica izole edilen ve edilecek

olan alkaloitlerin baslatilan aktivite ¢alismalar: da genisletilerek stirdiiriilecektir.
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