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OZET

FINDIK KABUGUNDAN PAKLITAKSEL SAFLASTIRILMASI

Elif Sine AKSOY
Diizce Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilim Dali
Yiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Halil ibrahim UGRAS
Subat 2017, 78 sayfa

Kalp hastaliklarindan sonra diinya genelinde yaygin olan ve Oliimle sonuglanan
hastaliklardan biri olan kanser giiniimiiz saglik problemlerinin basinda geldigi, yapilan
calismalarca kanitlanmistir. Bircok tedavi sekli olan kanser hastaliginda en ¢ok
kullanilan yontem kemoterapidir ve bu yontem i¢in ¢ok sayida ilag gelistirilmistir.
Calismamizda bunlardan biri olan paklitaksel {izerine izlolasyon ¢aligmalar
amaclanmistir. Paklitakselin findik kabugundan izolasyonu kromatografik saflastirma
calismalari; farkli ¢oziciiler ve farkli kolon dolgu maddeleri kullanarak ters faz ve
normal faz kolon uygulamalari yapilarak optimizasyon denemeleri gergeklestirilmistir.
Paklitakselin findik kabugunda varlig1 yapilan analizlerle kanitlanmistir. Denemelerde
olumlu, olumsuz ve gelistirilebilecek durumlar belirlenmistir. Findik kabugunda; 6nemli
bir anti kanser ilact olan paklitakselin varlig1 bize iilkemizde olduk¢a fazla tiretilebilen
ve siirekliligi olan ayn1 zamanda cogunlukla atik olarak kullanilan kabugun ¢ok daha
degerli hale getirilebilecegini gostermistir.

Anahtar sozciikler: Kromatografi, Findik kabugu, Paklitaksel.
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ABSTRACT

ISOLATION OF PACLITAXEL FROM NUT SHELL

Elif Sine AKSOY
Diizce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Chemistry
Master Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Halil Ibrahim UGRAS
February 2017, 78 pages

Cancer, one of the most common and fatal diseases worldwide after heart disease, has
proven to be the leading health problems nowadays. Chemotherapy is the most
commonly used method of cancer therapy in many forms of therapy and many
chemotherapeutic agents have been developed for this method. In our study, the aim is
to study isolation of paclitaxel, which is one of the chemotherapeutic agents. Paclitaxel
was isolated from hazelnut shells by isolation and chromatographic purification using
different solvents and different column filling materials. Optimization experiments were
carried out by reverse phase and normal phase column applications in refinement
processes. Paclitaxel has been proven by analysis of its presence in hazelnut shells.
Positive, negative and improvable situations were determined in the experiments. In
hazelnut shell; the presence of paclitaxelin, an important anti-cancer drug, has shown us
that the shell, which is often produced and sustained in our country as well as being
mostly used as waste, can also be made much more valuable.

Keywords: Choromotography, Nut shell, Paclitaxel.

Xiv



1. GIRIS

1.1 GENEL BIiLGIiLER

Insanlik, tarih boyunca pek ¢ok &liimciil hastalikla kars1 karsiya kalmistir. Kanser de
giiniimiizde yaygin ve 6ldiiriicli etkisi yliksek olan hastaliklardan birisidir. Basta kalp-
damar hastaliklar1 bulunmakla beraber sonrasinda kansere bagli 6liimler yer almaktadir
[1]. Amerikan Kanser Toplulugu’na gore sadece Amerika’da tahmini 1,5 milyon yeni
kanser vakasi bulunmaktadir. Bunun yaninda Diinya Saghk Orgiiti (WHO) 2008
yilinda kanser temelli Sliimlerin tiim Oliimler igerisinde %13’ liikk paya sahip olarak

kanserin diinya ¢apinda ciddi bir hastalik oldugunu géstermis oldu [2].

1.2 KANSER NEDIR ?

Kanser hastaligiyla ilgili ilk kanitlara Eski Misir donemindeki mumyalarda rastlandigi
saptandi. O donemdeki kanserli hastalara tedavi yontemi olarak ise kanserli bolgeyi
yakma islemini uyguladiklar1 gézlendi. M.O. 300’lii yillara gelindiginde ise ilk defa
kanser tanim olarak Hipokrat tarafindan kullanildi. Tedavisi lizerinde zorlandig1 ve
farkli gortiniimdeki sisliklere ‘karkinos’ adini1 verdi [3], [4]. Giinlimiizde kullandigimiz
kanser ad1 ise ilk olarak Hipokrat’tan sonra gelen ve tip diinyasina biiytik katkilar1 olan
Galenos tarafindan kullanildi. Galenos hastalifin yayilimin1 ve seklini yengece
benzetmistir dolayisiyla kanser olarak kullanmasinin amaci ise kelime anlami olarak
yengece denk gelmesidir [4]. Tiirk tip tarihine baktigimizda ise kanser seretan adi ile
taninmaktaydi [5]. Kanser, eski donemlerden giinlimiize gelene kadar tizerinde
arastirmalarin yogunlukla devam ettigi sayili hastaliklardan birisidir. Gliniimiizde de bu

hastaligin aydinlatilma ¢alismalarina devam edilmektedir.

Kanser hastalarinin hiicrelerde kontrolsiiz bir sekilde cogalma gozlenir ve tiimdrler
olusur. Bu cogalma sirasinda hastalikli hiicrelerde normal hiicrelere gore yapisal

farkliliklar gosterir [6].



Genellikle genetik sebeplerden dolay1 olusan bu timor komsu hiicrelere etki ederek yok
etme Ozelligini gosterir. Metastaz yoluyla diger dokulara da yayilarak oldiiriicti etkisini
gosterebilir [7]. Ad1 konulan, tanisi ve tedavisi tizerinde galismalart devam eden bir¢ok
kanser tiirii vardir. Baglicalari; akciger, kolon, meme, prostat, rahim, over, cilt, bagirsak,

bobrek, mide kanseri ve beyin tiimdrleridir.

Hiicrelerdeki mutasyona sebep olan bir¢ok etken vardir ve kanser olusumu basamakl
bir olgudur. Kalitim, yetersiz beslenme, mikroplar, alkol tiiketimi, giinesten yayilan
1sinlar, hareketsizlik, alkilleyici ajanlar, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, sigara,
nitrozaminler, azo boyalari, asbest, krom, nikel, benzen, RNA (Riboniikleoik asit)

virtisleri, DNA (Deoksiriboniikleik asit) viriisleri bu sebeplerden sadece birkagidir [8].

1.3 KANSER TEDAViI YONTEMLERI

Kanser hastaliklar1 tedavisinde giinlimiizde uygulanan birgok yontem vardir. Tedavi
yonteminin se¢imi ve dogru yontemin uygulanabilmesi i¢in tan1 6nemli maddelerden
birisidir. Tan1 siireci hastanin bazi rahatsizliklarindan dolay1 doktor muayenesine ihtiyag
duymasiyla baslar. Tan1 ve evreleme olduk¢a dnemlidir. Konulan tani ve belirlenen evre
sonrasinda tedavi gereksinimleri belirlenir. Tanm1 yOntemleri arasinda hastanin
Oykiisiiniin dinlenmesi, fiziki muayene, goriintileme yontemleri (ultrasonografi,
bilgisayarli tomografi, mamografi, pozitron emisyon tomografisi vb.), timor
belirleyicileri, kan sayimlari, biyokimyasal analizler, vardir. Klinik, patolojik
laboratuvar ve tanisal veriler incelenir uygun goriilen tedavi yontemi segilir ve tedavi

baglanir [8].

Kanser, evresi belirlenmesi tedavi seciminde ve izlenecek yolda en Onemli

basamaklardan birisidir. Evreleme islemi TNM sistemi olarak adlandirilir ve ti¢ 6nemli

baslik vardir [9] :
1.T: Baglangi¢ tiimor evresi
2.N: Bolgesel lenf nodlar1 yayilimi

3.M: Diger bolgelere yayilimi [10].



Kanser tedavi yontemleri lizerine ge¢misten giiniimiize bir¢ok calisma yapilmistir ve
yapilmaya devam edilmektedir. Bunlardan baslicalari; cerrahi yontemler, kemoterapi
olarak bilinen ila¢ tedavileri ve 1sin tedavisidir. Timorli hiicrelere 6ncelikle cerrahi
islemler uygulanir bunun yaninda gerekli goriildiigiinde radyasyon tedavisi sayesinde
hastalikli hiicreler azaltilir. Devaminda kemoterapi, immunoterapi yontemlerine
bagvurulur [11]. Bu yontemlerin igerisinde en etkilisi ve en ¢ok kullanilan yontem
kemoterapidir. Alman kimyager Paul Ehrlich bulasici hastaliklarin tedavisi iizerine
1900’lerde ¢alismalar yiirlitiyordu. Kemoterapinin icadinda biiylik rol {istlendi.
Hastaliga kars1 hayvanlar tizerinde bir dizi kimyasalin potansiyel aktivitesini arastirdi ve

kanser ilaci gelistirme adina ilk adimlari biiyiik 6l¢tide katetti [12], [13].

1.4 KEMOTERAPI YONTEMIi VE KULLANILAN ILACLAR

Kemoterapide dogal yapili veya sentetik anti-kanser ilacglari kullanilarak kanser
hiicrelerinin biiyiimesi ve ¢ogaliminin engellenmesi amagclanir. Bu tip ilaglara sitotoksik
(kemoterapoétik) ilag denir. Kemoterapinin en 6nemli 6zelligi metastaz durumlarinda
uygulanabilmesidir. Bu tedavinin tam amaci tiimorlii hiicrenin gelisimini yavaglatmak

ve yayilmasini engellemektir [14].

Kemoterapi yonteminde kullanilan bir¢ok ila¢ vardir. Cesit bakimindan sentetik veya
dogal triin destekli cok sayida ilag bulunmaktadir. Alkilleyici ilaglar, antimetabolitler,
antitimor antibiyotikler, vinka alkoloidler ve dogal kaynakli iriinler olmak iizere
siiflandirilabilir [15]. Bunlardan bazilar sisplatin, karboplatin, metotreksat, mitomisin,

streptozosin, siklosiporin vb.’dir [16].

Cizelge 1.1 Kemotropik ajan siniflandirilmasi [11], [17].

SINIF KEMOTROPIK AJANLAR
Alkilleyici ajanlar Busulfan, sisplatin, karboplatin, tiyotepa, ifosfamide
Antimetabolitler Sitarabin, kapasitabin, metotreksat, floksiridine,
AntitimorAntibiyotikler Bleomisin, daktinomisin, doksorubisin
Nitrosurealar Karmustine, lomustin, semustin, streptozosin
Vinka (Bitki) Alkoloidleri | Vinblastin, vinkristin, topotekan, paclitaksel, dosetaksel
Hormonlar Androjen, dstrojen, dstrojen antogonistler




Kemoterapétik ilaglar dongliye 6zgii ve dongiiye O6zgii olmayanlar olarak ayrilir.
Cogalmakta olan hiicreler i¢in dongiliye 6zgii ilaglar kullanilir. Biiyiime hiz1 yavas olan
tiimorler icin ise dongiliye 6zgii olmayan ilaglar kullanilir. Tedavide kullanilan ilaglarin
farkli etki mekanizmalar1 bulunmaktadir. Bir kisim ilag DNA fonksiyonlarinit bozarak
etki gosterirken baska bir kisim ilag ise hormon uyarisi yontemiyle sitoplazmik
reseptorlere baglanir ve kanserin bliylime hizini diisiiriir. Bunlarin yaninda niikleofilik
gruplarla kovalent bag yaparak etki eden ilaglar ve mikrotiibiillerin polimerize-

depolimerize arasindaki dengeyi bozarak etki eden ilaglar da bulunmaktadir [11].

Sekil 1.2 Vinkristin.
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Sekil 1.4 Topotekan.

Sekil 1.5 Paklitaksel (1).



1.5 ALKALOIDLER

Serttimer 1805 yilinda afyon bitkisinden morfin izolasyonu yapmistir ve bu izolasyonla
alkaloidler arastirilmaya baglanmistir. Alkaloid adi alkalimsi anlamina gelir ve 1819°da

Meissner alkali benzeri bu azotlu bilesikleri alkaloid olarak isimlendirmistir [17].

Alkaloidler genellikle bitkilerden elde edilir. Bunun yaninda hayvansal kaynakli olan
alkaloidler de mevcuttur fakat sayisal olarak azdir. Kimyasal yapilarinda bir azot atomu
bulunduran alkaloidlerin insanlar itizerinde belli fizyolojik etkileri vardir. Giinliik
hayatta cokca duydugumuz morfin, kafein, kokain, efedrin, nikotin vb. yapilar

alkaloidler sinifinda yer alirlar [18].

Bu smifin ¢ogu renksiz, kristalik yapili ve ugucu olmayan katilardan meydana
gelmektedir bunun yaninda nikotin gibi az bir kismu sividir. Suda ¢dziinmezler, organik
¢oziiclilerde ¢oziiniirliikleri iyidir ve ¢cogu optikge aktif maddelerdir. Alkaloidlerin ¢cogu
tedavi amach kullanilir ve bu yiizden ilag¢ iiretiminde 6nemli yer kaplarlar. Bunlarin

yaninda oldukga zehirlidirler [18].

Alkaloidler 6zellikle biyoloji, tip, kimya alanlarinda incelenmistir. Dogal bilesikler
simifindadirlar ve molekiiller karmasik yapiya sahiptir. Cogu optikce aktiftir ve birden
fazla asimetrik merkeze sahiptirler. Uretimi canli organizmalar tarafidan yapalir.
Yeryiiziine dagilimlar oldukga fazladir. Alkaloid sinifinin biiyiik cogunlugu ilag olarak
kullanilir [19].



Cizelge 1.2 Alkaloid 6rnekleri [20].

ADI KAYNAGI
Akonitin Aconitum napellus
Ajmalin Catharanthus roseus
Atropin Atropa belladonna
Berberin Berberis vulgaris

Boldin Peumus boldo
Kafein Coffea spp., Cola spp.
Kokain Erythroxylon coca
Kodein Papaver somniferum
Kolsisin Colchicum autumnale
Emetin Cephaelis acuminate
Efedrin Ephedra sinica
Lobelin Lobelia inflata
Morfin Papaver somniferum
Narsein Papaver somniferum
Nikotin Nicotiana spp.
Noskapines Papaver somniferum
Papaverin Papaver somniferum
Paklitaksel Taxus brevifolia
Vinblastin Catharanthus roseus
Vinkamin Vinca minor
Vinkristin Catharanthus roseus

Ayni tiir bitkilerde yiiksek veya diisiik olacak sekilde alkoloidler bulunur [20].
Alkaloidleri smiflandirirken heterosiklik sistemlere bakilir. Kimyasal yapilarina

bakilarak siniflandirma yapilirken halkalar ve bagli gruplar dikkate alinir [17], [18].

Cizelge 1.2° de gosterildigi gibi birgok alkaloid ornegi vardir. Kanser tedavilerinde
kullanilmalarindan dolayr 6nemli yere sahip olan alkaloidler mevcuttur. Ornegin
Catharanthus roseus bitkisinden izole vinkristin eldesi veya Taxus brevifolia’dan izole
paklitaksel (1) eldesi ile kanser tedavisinde Onemli olan bu ilaglar alkaloit siifi

bitkilerinden izole edilmistir [19].



1.5.1 Bitkisel Alkaloidler
1.5.1.1 Vinka Alkaloidleri

Vinka alkaloid grubundaki antineoplastik ilaglar genelde onceleri Vinca rosea diye
bilinen Cezayir meneksesi bitkisinden elde edilmislerdir. Cizelge 1.2° de gosterildigi
gibi kemotropatik ilaclar arasinda vinka alkaloidleri de bulunmaktadir. Ornegin;
vinkristin ve vinblastin heterosiklik yapili vinka alkaloidleridir [17]. Bu ilaglar M-fazina
yani mitozis fazina Ozgldiirler. Gorevleri tiibiline baglanarak mikrotiibiil
polimerizasyonunu inhibe etmektir [21]. Mitoz dénemine bu 6zgii ilaglardir ve DNA
yapisini veya sentez bolimiinii bozmazlar. Bunlarin yaninda bu ilaglarin nérotoksit

tesirleri de vardir [17].
1.5.1.2 Taksanlar

Paklitaksel (1) ve yar1 sentetik olarak liretilen dosetaksel taksan grubu bitkisel kaynakli
ilaglardir. Paklitaksel porsuk agaci kabugundan ve yapraklarindan izole edilerek kanser
tedavisinde kullanilan ilag tiiriidiir. Taksanlar diterpenoid sinifinda yer alirlar. Vinka
alkaloidlerinde oldugu gibi bu tip ilaglar da M- faza 6zgiidiirler. Vinka alkaloidlerin
askine mikrotiibiil polimerizasyonunu artirirlar. Depolimerizasyonu engelleyerek
tubilin-mikrotubiil dengesini bozarlar. Taksanlar suda ¢6ziinmezler ve genellikle

renksizlerdir [22].

Bitki ozelliklerine bakildiginda birincil ve ikincil olarak ayrilirlar. Birincil metabolitler
hiicre metabolizmasmna dogrudan katilir ve dogada yaygmn bulunur. Ornek olarak
karbonhidrat, yag, protein verilebilir. Ikincil metabolitler ise alkaloid, terpenoid, fenolik
gruplar1 kapsamaktadir. Ozellikleri ise bdcek, mikroorganizma vb. durumlara kars:
savunma mekanizmasinda dnemli rol oynar. Her bitkide farkli 6zellikler gosteren ikincil
metabolitlerin sitotoksik etkilerine bakildiginda bir ¢ogunun antimikrobiyal madde
olarak kullanildig1 gozlenmistir. Taksanlar alkaloid grubu bilesikleri olduklarindan

dolayi ikincil metabolit sinifinda yer alirlar [23], [24].



1.6 DOGAL URUNLER

1.6.1 Bitkisel Kokenli ila¢

Tedavi amaciyla kullanilan bitkileri dogal {iriinler sinifinda olarak gorebiliriz ve
bitkilerle tedavi yontemlerine baktigimizda tarihte ¢ok gerilere gidebiliriz. Bu durum
antik ¢agdan glinimiize hizla geliserek gelmistir. Misir, Hitit, Yunan, Roma, Selguklu
ve Osmanli vb. bircok medeniyet tedavi amaciyla bitkisel ilaglara olduk¢a Onem
vermistir. Bu sayede bitkisel kaynakli ilaglarin gelisi saglanmistir. Biyokimya
alanindaki bu gelismeler sayesinde ila¢ sanayii biiyilkk bir hizla gelismistir.
Farmokolojik ve klinik ¢alismalar sonucu laboratuvarlarda tibbin tedavi ihtiyacini
karsilayabilecek ilaglar dretilmistir [25]. Giintimiizde kullanilan ilaglarin %25 inin

bitkisel koken igerdigi tahmin edilmektedir [26].

Cizelge 1.3 Bitkisel ilaglar [27].

Yil Ilag Kaynagt Kullanim Alant Sirket
1826 Morfin Dogal Bilesiklerden Analjezik E.Merck
1899 Aspirin Analogundan sentezlenerek Analjezik Bayer
1941 Penisilin Dogal Bilesiklerden Antibakteriyel Merck
1964 Sefalosporin Tiirevlerinden yar1 sentetik Antibakteriyel Lilly

) ) Bagisiklik sistemi
1983 Siklosporin A Dogal Bilesiklerden Sandoz

destekleme
1987 Artemisinin Dogal bilesiklerden Sitma ilaci Baiyunshan
1987 Lovastatin Dogal Bilesiklerden Lipid diistirme Merck
1988 Simvastatin Tirevlerinden yar1 sentetik Lipid diistirme Merck
1989 Provastatin Tiirevlerinden yar sentetik Lipid digiirme Sankyo/BMS
1990 Akarbose Dogal Bilesilklerden Anti-diyabetik Bayer
. Dogal Bilesiklerden- yar1- .
1993 Paklitaksel . Anti-kanser BMS
sentetik
FK506 o Bagisiklik sistemi .
11993 . Dogal bilesiklerden Fujisawa
(Takrolimus) destekleme

1994 Fluvastatin Analogundan sentezlenerek Lipid diisiirme Sandoz

Dosetaksel .
1995 Yar sentetik Anti-kanser Rhone-PR

(Taksoter)

Topotekan . SKB, Pharmacia &
1996 . Yari sentetik Anti-kanser .

Irinotekan Upjohn
1996 Miglitol Analogundan sentezlenerek Anti-diyabetik Bayer




1.6.2 Dogal Uriinlerde Taksanlarin Varhg ve Paklitakselin Kesfi

Taksanlar taksus familyasi iiyesi olan porsuk agacindan izole edilen diterpenlerdir.
Binlerce bitki ekstraktinin anti kanser 6zelligi gosterip gostermedigi NCI tarafindan
incelenmistir. Taksanlar da bu incelenen grup igerisindedir [28]. Yapilan ¢alismalarla
taksanlarin biyolojik aktiviteye sahip olduklari gdzlenmistir. Alman bir eczaci olan
Lucas taksanlar iizerine calismalar yapmistir. 1856 yilinda basladigi calismada bu
metabolitlerin karekterizasyonlar1 tizerinde durmustur fakat o yillardaki fiziksel
sartlardan Otiirii ¢alismas1 uzun bir siire¢ almistir. Yaptig1 yapi1 analizleri sonucunda

bunlara Taksin (Taxine) adin1 vermistir [24], [27], [29].

Wani ve Wall 1971 yilinda yaptiklart ¢alismalar sonucunda paklitakseli (1)
kesfetmislerdir. Paklitakselin (1) olduk¢a aktif bir anti-timor ajan1 oldugunu
aciklamiglardir. ilag sektdriinde oldukca degerli olabilecegini diisiinen bircok bilim
insan1 Paklitaksel (1) tizerine ¢alismalar1 baslatmistir. Bu durum porsuk agaci tiiriinden

bir¢ok taksan tiir elde edilmesini saglamistir [17], [24], [30].

Cizelge 1.4 Paklitaksel tayin ve elde ¢alismalar1 [31]-[33].

YIL BASARI

1856 T.Baccata’dan Taksin eldesi

1971 T.Bevifolia’dan elde edilen paklitakselin yapisinin aydinlatilmasi
1974 Hiicre bitki kiiltiirii denemeleri

1979 Mikrotiibiillerin mekanizmasinin kesfi

1989 Klinik ¢aligmalarin sonug¢larin yaymlamasi

1989 Hiicre siispansiyon kiiltiirii ve T.Bevifolia hiicre bitkisinden iretilen paklitaksel
1991 T.Bevifolia hiicre kiiltiiriinden paklitaksel {iretimi {izerine patent alinmasi
1992 Taxus Cuspidata’dan paklitaksel eldesi

1993 Paklitaksel eldesinde patent ¢alismalart devami

1996 T. Media tizerine hiicre kiiltiirii caligmalari

2002 Hiicre kiiltiiriinden taksoid eldesi

1.6.3 Porsuk Agacindan Paklitaksel’in Saflastirilmasi

Avrupa farmakopesine gore bitkisel ilaca uygulanan mekanik ve fiziksel islemler vardir.
Mekanik islemin kapsaminda; ufalama ve toz haline getirme vardir. Fiziksel islemin
kapsaminda ise ekstraksiyon, distilasyon, sikma, fraksiyonlama, saflastirma

fermantasyon, yogunlastirmadir [34].
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Bitkilerden ila¢ eldesinde bazi temel basamaklar vardir ki bunlardan en 6nemlisi bitki
ekstresinin hazirlanmasidir. Oncelikle bitki 6rnegi golgede kurutulur. Etki yiizeyini
artirmak amaciyla kurutulan bitki ufalanarak toz haline getirilir. Ekstre isleminin 6nemli
basamaklarindan birisi uygun ekstraksiyon kosullarinin ve yonteminin belirlenmesidir
[35], [36]. Ekstraksiyon islemi sonrasinda genellikle evaporasyon ile bitki ekstresi toz

halinde ya da surup halinde elde edilir.

Paklitaksel (1) gizelge 1.4’te gosterildigi gibi yillar igerisinde gelisim etkili bir gelisim
gostermistir. Paklitakselin (1) saflastinlmasinda ilk olarak T. Bevifolia’dan elde
edilmistir. Pasifik porsuk agaci olarak adlandirilan T. Bevifolia 'dan Paklitaksel eldesinin
yaninda Avrupa Porsugundan (T .baccata) taksol tiirevi olan bakkatin III elde edilir
[27], [28], [32].

Porsuk agacit yapisal farkliliklar icerecek sekilde diinyanin farkli boélgelerinde
bulunmaktadir. 20 metre uzunluga sahip tiirleri bulundugu gibi ¢ali formuna da
rastladigimiz bu tiir lilkemizde de bulunmaktadir. Govde kabuklar1 kizil kahvedir ve
kabugun ¢atlayarak dokiilme o6zelligi vardir [37]. Bu familyadaki agaglar uzun yillar
yasamaktadir. Haziran ayinda Zonguldak bdlgesinde 4112 yasinda oldugu belirlenen
T. Baccata tiirtine rastlanmustir [38].

Porsuk agacinin yetismesinin uzun slirmesi ve diinya iizerinde yayilimimin yeterince
olmamasindan dolay1 paklitaksel (1) sentezi igin alternatif yollar aranmasinin yolunu
agmistir. Hiicre kiltiirinden paklitaksel (1) eldesi lizerine son senelerde ¢alismalar
yapilmigtir. Bunun yaninda baska bitkilerde paklitaksel (1) incelenmis ve adi findik
olarak bildigimiz Corylus avellana L.’ de varlig1 tespit edilmistir [39]-[41].

1.7 FINDIK (Corylus avellana) SERT KABUGU YAPISI ve PAKLITAKSEL (1)
GOZLENMESI

Findik, Fagales takiminda bulunur, alt familyas1 Coryleae’ dir ve Corylus cinsine
sahiptir. Tiir olarak Corylus i¢in 25’ten fazla tiir oldugu saptanmistir. Diinyada Adi
Findik (Corylus avellana L.) olarak bilinen tiir ve Tiirk Findig1 (Corylus colurna L.)
tilkemizde mevcuttur. Gelisimi i¢in Kuzey yarim kiirenin iliman bélgelerini tercih
etmektedir. Subat-Mart aylarinda c¢iceklenme baglar, Agustos-Eyliil tohumun

olgunlagsmasi ve toplanmasi baglar. Yapilar1 i¢ ve dis tehditlere gore oldukca
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dayaniklidir bu sebeple uzun yillar yasayabilmektedir. Bolu’da 400 yasinda oldugu
belirlenen findik aga¢ anit aga¢ kategorisine girmistir. Kurakliga dayanma kabiliyeti
yiiksektir. -30°C soguklara dayanabildigi diisiiniilmektedir. Ulkemizde bulunma yerleri
genellikle yiiksek yerler oldugu sdylenebilir [42].

Yapilan bazi ¢alismalarda findik kabugunun yapisi incelenmis ve element igerikleri
belirlenmistir. Belirlemelere gore findik sert kabugunda yogunlukla C (karbon), N
(azot), O (oksijen), Hidrojen ve S (kiikiirt) elementleri saptanmistir. Yiizde oranlar % C
56,34 ; % Hidrojen 5,35; % N 0,51 ; % S 0,01 ; % O 36,06 olacak sekilde elementel

analiz sonuglari belirlenmistir [43].

Findik, Tirkiye’nin énemli tarim tirlinlerinin basinda gelmektedir. Diinya findik iiretimi
yiizdesine bakildiginda Tiirkiye’ nin yiizdesel orani diinya {iretiminin ¢ok biiyiik kismini
kapladig1r goriilmektedir [44]. Agacin yetisme kosullari g6z Oniine alinarak hiicre
kiltiri ¢aligmalar1 gelistirilmistir [45]. Bunun yaninda findik sert kabugunda porsuk
agacma gore ¢ok az miktarda paklitaksel (1) ve tiirevleri gozlenmistir. Bu durumda
paklitaksel (1) iretiminde alternatif yol olacak sekilde gelistirilebilir. Porsuk agacinin
yetisme kosullarinin zorlugu ve kanser hastaliginin diinya iizerindeki hizla artis1 findik
kahverengi kabugunu degerli kilabilir. Ciinkii her yil findik kabugu tonlarca elde
edilmekte ve cok biiylik bir kism1 atik olmakta veya yakit olarak kullanilmaktadir.
Gerek hiicre kiiltiirii gerekse ekstraksiyon yontemini izleyen basamakli saflagtirma

yontemleri sayesinde paklitaksel tayini ¢alismalarina rastlanmaktadir [38]-[40], [46].

Onemli anti kanser ilaglaridan biri olan paklitakselin findik kabugunda varlig: yapilan

bir ¢alismada giin yiiziine ¢ikarilmistir [46].

2004 yilinda Tiirkiye’de ‘Findik ve Findik Yan Uriinlerinde Fitokimyasal Maddeler ve
Biyoaktif Bilesikler’ adli ¢alisma yapilmis ve calisma sonucuna gore findik sert
kabugunda paklitaksel ve tirev varligini yaptiklari tablo ile internet sitelerinde
yayinlamiglardir. Findik sert kabugunda 6zellikle 10-deasetilbakkatin, sefolamannin ve

paklitaksel varligi gosterilmistir [47].

Findik kabugundan taksan eldesinde bazi avantajlar ve dezavantajlar vardir. Findik
kabugundaki taksan miktar1 ve porsuk agacindaki miktar1 karsilastirildiginda porsuk
agacinda findik kabuguna gore daha fazla miktarda bulundugu gozlenmistir boylelikle

bu durum dezavantaj olarak goriilebilir. Bunun yaninda porsuk agacinin yetisme
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kosullar1 ve findik agacinin yetisme kosullar1 kiyaslanirsa findik agaci kullanimi
avantajlidir hatta giinlimiizde ¢ogunlukla yakit olarak kullanilan findik kabuklari daha
degerli hale getirilmis olacagindan art1 bir avantaj1 da bulunmaktadir. Porsuk agaci 150-

200 y1l arasinda yetisen bir agag tiirii oldugu bilinmektedir [48].

2007 yilinda Miele ve arkadaslari findik bitki kiiltiiriinden taksol eldesi iizerine
calismalar yapmuslardir. Yaptiklar1 ¢alismada T. baccata ve Corrylus Avellena hiicre
kiltirleri hazilamislar ve bu iki kiltire ayn1 deneysel sartlar1 uygulayarak

karsilastirmali olarak tayinler yapmuslaridir [49].

2008 yilinda Ottaggio ve arkadaslari ELISA yéntemini kullanarak farkli lokasyonlardan
toplanan findik kabuklari iizerinde ¢aligmalar gelistirmisler ve taksanlarin tayinlerini

gerceklestirmiglerdir [41].

2009 yilinda Hoffman ve arkadaslar1 benzer c¢alismalar yonetmislerdir. Giresun
bolgesinden toplanan findiklardan elde ettikleri sert kabuklar1 kati fazi olusturacak
sekilde hazirlamislardir; ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak etanolii tercih eden Hoffman ve
arkadaslar1 belirli saflastirma islemlerinden sonra LC-MS cihazi sonuglarini
yayinlamiglardir. Onlarin hazirlamis olduklar1 tabloda da findik sert kabugunda
paklitaksel, sefalomannin ve 10-deasetil bakkatin varligi LC-MS ile kanitlanmistir [40].

1.8 KROMATOGRAFIK YONTEMLERLE PAKLITAKSEL (1) TAYINi
KRONOLOJiSi

Cociancich ve arkadaglart bitki materyallerini Taxus cuspidata hicksii olarak
belirlemislerdir. Kat1 ekstraksiyon islemi i¢in ¢oziicli olarak metanol kullanmiglardir.
Devaminda ekstrakti vakum altinda konsantre etmisler ve kuru ekstrakti su ile
seyreltmiglerdir ve siklohekzan -metilen kloridle siv1 s1v1 ekstraksiyon uygulamislardir.
Organik fazi1 alip tekrar vakum altinda kurutmuglardir. Olusan ekstrakt kolona
yiiklencek hale getirmislerdir. Kolon dolgu maddesini silika jel ve eliientleri

sikloheksan: etil asetat (7: 3) olarak belirlemislerdir [50].

Ramados ve arkadagslari Taxus baccata yapraklarini toz haline getirip oda sicakliginda
metanol ile 12 saat boyunca ekstrakte olmasina karar vermislerdir. Kromotografik

saflastirma basamaklar1 i¢cin kolon dolgu maddesini silika ve eliientleri ise heksan
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aseton olacak sekilde belirlimislerdir. Kolon boyutlarina ve eliient oranlarina ufak

degisiklikler uygulayarak denemeler yapmislardir [51].

Han ve arkadaslar1 6giitiilmiis ve toz haline getirilmis porsuk agaci (Taxus Cuspidata)
yapraklarindan paklitaksel (1) elde i¢in ¢alisma yollarim1 basamaklar hallerinde
belirlemiglerdir. Bu basamaklardan biri olan ekstraksiyon basamagi; karistirict iistiinde
oda sicakliginda 3 saat boyunca metanolle karistirilarak ektrakte olmasidir. Bir ¢ok ara
basamaktan sonra belirlenen kromotografik yontem i¢in dolgu maddesi silika jel eliient

ise benzen:aseton olarak belirlenmistir [52].

Bui-Khac ve arkadaslar1 paklitaksel izolasyonu {lizerine ¢alismalar yapmuslardir. Bu
caligmalarda oOgiitliliip toz haline getirilmis porsuk agacit igne ve yapraklarini
kullanmuslardir. Ornek ekstraksiyonu icin ¢dziicii olarak metanol ekstraksiyonunu tercih
edilmistir. 16 saat devam eden ekstraksiyon islemi uygulanmistir. Kromotografik
saflastirma igin kolon dolgu maddesi olarak silikajel tercih etmislerdir, eluent olarak
aseton heksana karar veren Bui-Khac ve arkadaslar1 elunet oranlarini 35: 65 ve 40: 60
olmak tizere iki farkli oran belirleyip bu oranlar iizerinden caligmalarini yiiriitmiislerdir

[53].

Pyo ve arkadaslar1 Taxus chinensis hiicre kiiltiiriinii kullanmislardir. Bitki kiiltiirinii oda
sicakliginda metanolle ektrakte etmislerdir. Bu ekstraksiyon isleminin uygulanigini
karistiric1 lizerinde 30 dak olacak sekilde kararlastirmislardir. Kromatografi dncesi
islemleri uyguladiktan sonra numuneyi kolona yiiklenecek hale getirmislerdir. Pyo ve
arkadaslar1 kromatografik saflastirma i¢in hem izokratik hem de gradient sistem
uygulamalar1 iizerinde yogunlasmislardir. izokratik olarak normal faz kromotografisi
icin silika jel 60N dolgu maddesi ve eliient olarakta metanol:dikloromaten (99:1)
kullanmislardir. Belirledikleri gradient sistemlerde ise dolgu maddesi ve eliientler
izokritik sistemle aynidir; eliient oranlar1 kademeli olarak degismektedir. Bu oranlari ise
0,5:99,5; 1:99; 2:98 olacak sekilde belirlemislerdir. Bu kolon kromotografisi
asamasinda saflig1 20-35%, deneysel verimi 95-97% olarak hesaplamislardir. Ilerleyen
basamaklarda aseton:heksan; metanol:su ¢oktiirmeleri denemislerdir ve bundan sonra

HPLC analizleri yapmislardir [54].

Gabetta ve arkadaslar1 porsuk agaci iizerine yaptiklari ¢alismalar1 Taxux media Hicskii

lizerinde yogunlastirmay1 tercih etmislerdir. Bitki materyalinin uygun kosullarda
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kurutulmasinin ardindan 6giitme islemini gergeklestirmisler ve toz halindeki numuneyi
sulu aseton ile ekstre etmiglerdir. Esktreyi belirli islemlerden gegirdikten sonra kolon
kromatografisi uygulamasina uygun hale getirmislerdir. Kolon dolgu maddesi olarak

silika jel, eliient olarak ise 4:1 oraninda n-heksan: aseton tercih etmislerdir [55].

Jian Lui ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢aligmalarda Taxus canadensis’ in igne ve yapraklarini
kullanmiglardir. Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak metanolu kullanmiglardir ve ¢oziicii-
ornek muamelesi icin Bui-Khae ve arkadaslarina gore daha az siirede 3 saatte
ekstraksiyon siiresini uygulamiglardir. Sirali olarak devam eden islemlerde Oncelikle
heksan-su ekstraksiyonuyla safsizliklarin bir kism1 daha sonrasindada su-diklorometanla
istenmeyen diger safsizliklarin giderilmesini amaglamislardir. Devaminda diklorometan
faz1 evapore edilmistir ve izolasyon islemine bu fazdan devam etmislerdir. Kolon
caligmalar1 ig¢in 50-100 mesh partikiil boyutlu polystiren-DVB dolgu maddesi
kullanmiglardir. Kolon kurulumu i¢in metanol igindeki dolgu maddesi kolona basing
yardimiyla yerlestirmisler ve sonrasinda eluent olarak kullanamaya karar verdikleri %30
luk aseton-su kolonda dengeye gelmesini saglamislardir. Numuneyi kolona yiikleyip
eluenti gradient olarak gegirecek sekilde ayarlamiglardir. Gradient sistemi 35, 45, 50,
60, 65, 70 ve 80% aseton —su olacak sekilde belirlemis ve kolonda yiiriitme islemini

yapmusglardir [56] .

El-Sholy ve arkadaslarit HPLC sartlarini; C18 kolon , metanol: su (65: 35) mobil faz,
1,2 ml/dak akis hizi, 227 nm UV ve 10 mikrolitre enjeksiyon miktar1 olarak
belirlemiglerdir ve analiz songlarini tablo halinde belirlemislerdir. Ekstreksiyon
islemleri i¢in ise diger arastirmacilardan farkli olarak etanol tercih etmislerdir ve

ekstraksiyon siiresini 24 saat olarak belirlemislerdir [57].
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2. MATERYAL VE YONTEM

Proje grubumuzun vyaptigi diger bir ¢alismada findik kabugu ekstraksiyon
optimizasyonu c¢alismast ile metodumuz belirlenmistir. Optimum ekstraksiyon

kosullariin belirlenmesi igin ¢esitli ¢oziiciilerle farkli oranlarda ve farkli ekstraksiyon

siireleriyle denemeler yapilmistir.

Findiklarin Toplanmasi ve

Cotanaklarindan Ayiklanmasi

v
Findik Kabugu Ogtiilmaesi
(80 mesh)
1)Ekstraksiyon Metanol / DCM / Etanol / Aseton

(8, 16, 24, 72 sa)

2)[Stizme

3) Evapore

v

Konsantre Ekstrakt

1) Kalintry1 metanolle ¢6zme

2) Siizme

3) Metanol: heksan (1:1)

Organik faz

1)Evapore Hekzan fazi at

Konsantre Ekstrakt

1)Evapore

2)Vial

v 3)HPLC analiz
ANALIZ SONUCLARI

Sekil 2.1 Optimize ekstraksiyon kosulunun belirlenmesi.
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Calismamizda ekstraksiyon ve analiz islemleri HPLC grade saflikta coziiciiler ile
gerceklestirilmistir. Numune O6giitme islemi RETSCH SM 100 marka degirmende
gerceklestirilmistir. Solvent evaporasyonu Heidolph Hei-Vap Value HL/G1 marka
Rotary Evaporator ile gerceklestirilmistir. HPLC analizleri SHIMADZU MARKA LC-
20A model cihazi ile gerceklestirilmistir.

Ekstaksiyon sartlar1 belirlendikten sonra calismamizin devamia kromotografi ile

devam eilmistir. Uygun kromatografi sartlarinin belirlenmesi {izerine ¢alismalar

yapilmustir.
Konsantre
Ekstrakt
v
Kolon
uygulamalari
¥
\ 4 \ 4
Normal Faz Kolon Ters Faz Kolon
[
Florisil
Silika 60 Aseton: Hekzan C8 C18
Eluantlar: Etilasetat: Hekzan Metanol: Su Metanol: Su
Aseton: Hek.zan DCM: Metanol Aseton: Toluen Aseton: Toluen
DCM: Metanol
Aseton:DCM Aluminyum OKksit
Etilasetat: Hekzan DCM: Metanol
Etilasetat: Hekzan
Silika 30
DCM: Metanol
Aseton: Hekzan v v
Fraksiyon Toplanmasi

\ 4 \ 4 \ 4 y

Fraksiyon Toplanmasi

l HPLC Analizi HPLC Analizi
ANALIZ SONUCLARI ANALIZ SONUCLARI

Sekil 2.2 Kromatografik ¢alisma genel semasi.
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Analizler HPLC ters faz (RP) fenil hekzil kolonda (250 x 4.6 mm, 5 pum partikiil
biiytikligii) gerceklestirilmistir. Mobil faz gradient programda (asetonitril: su - 25:75,
75:25, 40 dk) 1.00 mL/min akis hizinda ve oda sicakligindaki kolonda
gerceklestirilmistir. Enjeksiyon hacmi 20 uL olup UV dedektorde 227 nm’ de pikler
tayin edilmistir. Standart olarak dort adet molekiil (paklitaksel (P), sefalomannin (C),
bakkatin 11l (B) ve 10-deasetil bakkatin 11l (10- DAB IIl) ) kullanilmigtir. HPLC
analizleri SHIMADZU MARKA LC-20A model cihaz ile gergeklestirilmistir.

Kromatografik saflastirma c¢alismalarinda optimum ekstraksiyon kosullarinda elde
edilmis ekstreler stok olarak kullanilmistir. Bu stok ¢ozeltiler etanoliin 1: 15 (gram kati
numune: ml etanol) oranda kullanildig1 ve oda sicakligi sartlarinda 24 saat siiren kati
stv1 ekstraksiyon metodu ile elde edilmis ekstredir. Bu ekstrenin paklitaksel miktar1 ve
yiizde saflig1 asagida verilmistir. Dogrudan kromatografik saflagtirma caligmalarinda
kullanilip izafi olarak en uygun kromatografik metod tespiti gergeklestirilmistir. Bu
calismalarda hem normal faz (silika 60 (Sigma-Aldrich partikiil boyutu: 60 A, 200-425
mesh), silika 30 (Sigma-Aldrich, partikiil boyutu 30 A, 100-200 mesh), florosil (Fluka,
60-100 mesh) ve aliimina (Merck aliiminyum oksit 90; 0.063-0.200 mm) adsorbanlari
hem de ters faz (C8 (Fluka- Silica gel 60 C8 reversed phase) ve C18 (Fluka- Silica gel
60 C18 reversed phase) adsorbanlar1 kullanilmistir. Calismalarda izokratik ve gradient
yontemler denenmistir. Kromatografik ayirim sonrasi eluantler ¢calismanin durumuna
gore tek tek veyahut birlestirilerek (Birlestirilmelere tek tek yapilan analizlerde karar
verilmistir.) HPLC ile analiz edilerek hem geri kazanim hem de saflik ydniinden

metodun verimi tespit edilmistir.

Cizelge 2.1 Stok ¢ozelti verim (ppm)- saflik (%) degerleri.

10-DAB | BAK. Ill | SEF. | PAKLITAKSEL
Verim (ppm) | 4,7391 0,6395 | 0,0634 0,9890
Stok Cozelti
Saflik (%) 3,0942 1,4044 | 0,3355 0,4559

Ayrica toplanan fraksiyonlarda paklitakselin varligi kesin teyidi i¢in i¢ standart

eklemesi metodu uygulanmaistir.
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W{x100000)

10-DAB III

B III

Sekil 2.3 Standartlar kromatogrami (paklitaksel, sefalomannin, bakkatin III ve 10-
deasetil bakkatin 111) HPLC kromatogrami
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 NORMAL FAZ KOLON UYGULAMALARI

3.1.1 SILIKA 60 KOLON UYGULAMALRIVE HPLC ANALIZ SONUCLARI
3.1.1.1 Aseton/ Hekzan (35:65) Denemesi (Izokratik Yontem)

Hazirlanan stok ekstreden 1 ml ekstrakt alindi {izerine silika kolon dolgu maddesi
eklenerek evapore edildi. Toz haline gelen numune aseton: hekzan (35: 65) ile
dengelenen kolona yiiklendi ve ayni eliientle izokratik sistem kurularak yiiriitme islemi
gerceklestirildi. Fraksiyonlar 1’ er ml olacak sekilde 40 fraksiyon toplandi. Bu 40
fraksiyon tek tek analiz edildi. Fraksiyonlar HPLC analizi yapildi.

Cizelge 3.1 Aseton/ Heksan denemesi geri kazanim (ppm) degerleri.

Numune Paklitaksel
Geri kazanim verimi (ppm)
1 0,0720
5 0,0719
16 0,1154
20 0,1915
25 0,0766
30 0,0817
37 0,0676
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Datal:1 ppm mix stdlc| Data2:AHK1 lod Deted Data3:AHKSlcd Deted Data4:AHK16)cd Detd Data5:AHK20lcd Dete Dataf:AHK25)cd Dete] Data7:AHK30.cd Detd Data@:AHK37 led Detd

uv
5000+

4000+
30004

2000+

1000

Sekil 3.1 1 nolu (pembe), 5 nolu (mavi), 16 nolu (kahverengi), 25 nolu (lacivert), 30
nolu (koyu sar1), 37 nolu (gri) eluantlarin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari

Bu analizde paklitakselin oldugu bolgede paklitakselin yanindaki bilesenler ile birlikte
omuzlu olarak geldigi goriilmiistiir. Paklitakselin miktarinin tam olarak belirlenebilmesi
icin bir sonraki asamada eluantlarin igerisine i¢ standartlar eklenerek oOlgiimler ve
hesaplamalar gergeklestirildi. Ancak nihayetinde bu kromatografik sistemde paklitaksel

aymriminin yeterli olmadig1 gortilmustiir.
3.1.1.2 Aseton/ Hekzan (35:65) Denemesi (Izokratik Yontem, I¢ Standart Eklenmesi)

Yukarida gerceklestirilen deneme de paklitaksel miktar1 hesaplanabilmekle beraber,
pikin omuzlu olmasi ve yanindaki diger bilesenden ayrilmamis olmasi hasebiyle
yapilan Sl¢lim tamamiyla hatali olduguna kanaat getirdigimizden dolayr ayn1 yontem
tekrarlandi. Tekrarlanan bu yoOntemde hazirlanan ekstre kolona yiiklendi. A: H
sisteminde 6nceden dengelenmis kolonda yiiriitme islemi gerceklestirildi. 1’er ml olacak
sekilde 48 fraksiyon topland1 ve tek tek HPLC analizi yapildi. HPLC analizinde
toplanan eluantlarin igerisine i¢ standartlar eklenerek paklitakselin varlig1 kesin teyidi
yapildi. Hesaplamalar da bu teyitler iizerinden gergeklestirilmistir. Toplanan
fraksiyonlardan 6-14 arasi fraksiyonlarda paklitakselin varligi net olarak tespit

edilmistir.
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Cizelge 3.2 I¢ standart eklenmesi ile elde edilen geri kazanim (ppm) degerleri.

Numune Paklitaksel
Geri kazanim verimi (ppm)
4 0,0776
5 0,1169
6 0,2509
7 0,2952
8 0,2501
9 0,1753
10 0,1227
11 0,1202
12 0,1244
13 0,0958
14 0,0868
15 0,0676

Sekil 3.2 I¢ standart ekleme denemesi kromatogramu (siyah- 4 nolu fraksiyon; mavi- 5

nolu fraksiyon; pembe- standart).
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] Time 13.008 Inten. 523
32504

30003
27504
25004
2250]

20007

17503

15004

12504
10003
750
5004

2503

Sekil 3.3 ¢ standart ekleme denemesi kromatogrami (siyah- 5 nolu fraksiyon; mavi- 6

nolu fraksiyon; pembe- standart).

Timd 17.057 Inten. TT4|
3500 1

3000+

2500+

2000

1500+

1000

500+

Sekil 3.4 I¢ standart ekleme denemesi kromatogrami (mavi- 6 nolu fraksiyon;

kahverengi- 5 nolu fraksiyon; pembe- standart).
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Time TT766] Tten. 53|
2750] 1

2500

2000-]

17504

1500

12504

10004

7504

Sekil 3.5 ¢ standart ekleme denemesi kromatogrami (mavi- 7 nolu fraksiyon; yesil- 8

nolu fraksiyon; pembe- standart).

Time 22325 jten
3500

3250
3000
2750

25004

2250

2000
1750]
1500]
1250]
10004

750

Sekil 3.6 I¢ standart ekleme denemesi kromatogrami (kahverengi- 8 nolu fraksiyon;
siyah- 9 nolu fraksiyon; pembe- standart).
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Time 21.563 [pte 1,934

Sekil 3.7 i¢ standart ekleme denemesi kromatogrami (kahverengi- 8 nolu fraksiyon;

siyah- 9 nolu fraksiyon; mavi- 10 nolu fraksiyon; pembe- standart).

uv
2500 Time- -23.p! Inten. ]

2000

17504 ‘ . ”
15004 f
1250

1000+

750

250+

220 23.0 240 250 26.0 270 28.0 280 30.0 310 320 330 340 350 36.0 Fomn
o

Sekil 3.8 ¢ standart ekleme denemesi kromatogrami (mavi- 10 nolu fraksiyon; siyah-

15 nolu fraksiyon; pembe- standart).

25



uy
3000

Time 25237 Inten. 67|

27504
2500+
2250+
20004
1750

1500
12503 J
1000 ‘

7504 ‘
500 ‘

2504

Sekil 3.9 i¢ standart ekleme denemesi kromatogrami (siyah- 4 nolu fraksiyon; mavi- 15
nolu fraksiyon; standart gelmeden 6nceki ve standart gectikten sonraki kromatogram

kiyaslamanst).

I¢ standart eklemesi ile hem paklitakselin yerini hem de ara fraksiyonlarda geldigi

gbzlenmistir.
3.1.1.3 Aseton/ Hekzan Denemesi (Gradient Yontem)

Hazirlanan stok ekstreden 1 ml ekstrakt alindi iizerine silika kolon dolgu maddesi
eklenerek evapore edildi. Toz haline gelen numune kolona yiiklendi. Kolonda yiiriitme
isleminde gradient sistem uygulandi. Toplam 40 fraksiyon toplandi. Fraksiyonlarin
toplanmasi sisteminde aseton/ hekzan oranlari, ilk 8 fraksiyon igin 20:80; devamindaki
fraksiyonlarda 40:60; 50:50; 60:40; seklinde devam edip en sonda da 80:20 olacak
sekilde paklitaksel gelimi durana kadar toplama yapildi. Bu fraksiyonlarda HPLC

analizi yapildi.

Elde edilen sonuglarin HPLC kromatogramlari ve elde edilen degerler asagida
verilmistir. Elde edilen sonuglar gésteriyor ki, yontem de paklitaksel diger bilesenlerden
tam olarak ayrilmamis, bu nedenle ayirim gerceklesmemistir. Bu nedenle elde edilen

hesaplama degerleri giivenirligini kaybetmistir.
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Cizelge 3.3 Aseton/ hekzan gradient denemesi ile elde edilen geri kazanim (ppm)

degerleri.
Numune Paklitaksel
Geri kazanim verimi (ppm)
5 0,0990
7 0,0577
11 0,0625
15 0,0223
23 0,0946
28 0,1062
30 0,1035
32 0,0965
35 0,0364

uw? Time 11274 Tten. 4509
4uuu—f
35.00-5
3uuu-f

2500-]

ZUUU—E
1500—2

WUUU—E /g
suué :::::i

f T T T T T T T T T T T T T T T
T 100 125 15.0 175 20.0 25 250 275 30.0 325 350 375 40.0 425 min

Sekil 3.10 7 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari
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uy

Time 6.073 Inten. 2,999

4000+

3500+

3000+

2500+

2000

1500+

1000+

500+

75 100 125 180 175 200 225 250 215 300 325 380 375 400 425 450 475 min

Sekil 3.11 15 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.

uy

Time | 13.121 Inten. 3,739

3500

3000+

2500

2000

1500+

1000+

500+

Sekil 3.12 23 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.
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uW

Time 9.396 . Inten. 1,310
3000

2750

2250

2000

1750+

15004 W\/H
1250
1000

750+

500

250+

0T .»/l

10.0 125 150 175 200 25 250 275 30.0 3is 380 37 5min

Sekil 3.13 28 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.

Time 10290 Inten. 2570
35004

3000

25004
20004
] M
1500
1000 U
5004

-500

-10004

125 150 115 20.0 25 250 275 30.0 s 350 375 min

Sekil 3.14 35 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.
3.1.1.4 Aseton/ Hekzan Denemesi (Gradient Yontem)

Hazirlanan stok ekstreden 1 ml ekstrakt alindi {izerine silika kolon dolgu maddesi
eklenerek evapore edildi. Toz haline gelen numune kolona yiiklendi. Kolonda yiiriitme
isleminde gradient sistem uygulandi. Toplam 40 fraksiyon toplandi. Bu fraksiyonlarin
1.-19. aras1 35:65 (A: H), 20-29 aras1 50:50 (A: H) ve 30-40 aras1 65:35 (A: H) ¢oziicl
karisimlariyla yiirtitiilerek toplandi. Bu fraksiyonlarda HPLC analizi yapildi. Elde edilen

analiz sonuglarina gore secilen fraksiyonlarin birlestirilmesine karar verildi.
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Elde edilen sonuglarin HPLC kromatogramlart ve elde edilen degerler asagida
verilmigtir. Bir Onceki gradient sistemde tam olarak paklitaksel diger bilesenden
ayrilmamasina ragmen, tekrar denemis oldugumuz bu gradient yontemde ayirim daha

basarili bir sekilde gerceklesmistir.

Cizelge 3.4 Aseton/ hekzan gradient yontem birlestirilmis fraksiyon geri kazanim (ppm)

degerleri.

Numune Paklitaksel

Geri kazanim verimi (ppm)

1 0,0530
2 0,1340
3 0,1178
ruqu_V Time 283 e
6000
s000-
000
3000—:
2000—:
1000-5[/J
’ 10.0 12s 180 175 200 225 220 275 300 325 350 min

Sekil 3.15 1 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.
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Time 3286 Inten. 7,

6000+

5000+

4000

3000

2000+

1000

-1000

10.0 125 12.0 175 20,0 25 280 275 300 s " min

Sekil 3.16 2 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.

Time 9646 Infen. ELE

50004
45007

4000

3500

3000+

2500+

20004
1500 |
1000

10.0 125 150 175 20.0 25 290 275 300 325 35.0min

Sekil 3.17 3 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.
3.1.1.5 DCM/ Metanol Denemesi (Izokratik Yontem)

Hazirlanan stok ekstreden 1 ml ekstrakt alindi iizerine silika kolon dolgu maddesi
eklenerek evapore edildi. Toz haline gelen numune DCM: MEOH (98,5:1,5) ile
dengelenen kolona yiiklendi ve ayni eluantla izokratik sistem kurularak yiiriitme islemi
gerceklestirildi. Fraksiyonlar 1’ er ml olacak sekilde toplandi. Yapilan analizler sonucu
fraksiyonlarin birlestirilmesine karar verildi. Bu fraksiyonlar HPLC analizi yapildi. Elde

edilen kromatogramlarda ayirimin iyi gergeklesmedigi goriilmektedir.
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Time B.976 Inten 5,327|
5000+

4500+
4000+
3500
3000
2500+

2000

1500+
1000+

Sekil 3.18 1 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.

Time 12220 Inten. EE]

3500+

3000+

2500+

2000+

1500+

1000+

?

500+

500+

T5 10.0 125 15.0 175 200 225 ZEI-.D 275 30‘.0 325 350 375 4d.D min

Sekil 3.19 2 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.
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Tife  6.144 Inten.

5

3500
3000

2500

2000

1500

=

1000

oo n Jb/j
bl

75 10.0 125 150 175 200 25 250 275 300 325 350 min

Sekil 3.20 3 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.
3.1.1.6 Aseton/ DCM Denemesi (Gradient Yontem)

Hazirlanan stok ekstreden 1 ml ekstrakt alindi {izerine silika kolon dolgu maddesi
eklenerek evapore edildi. Toz haline gelen numune A: DCM (20:80) ile dengelenen
kolona yiiklendi ve ayni eliientle gradient sistemde yiiritme islemi gerceklestirildi.15
fraksiyon toplandi. 1- 5 arasi fraksiyonlar; 20: 80 (A: DCM), 6-10 aras1 fraksiyonlar
50:50 (A: DCM), 11-15 arasi fraksiyonlar 80:20 (A: DCM) olacak sekilde yiiriitiilen
fraksiyonlar 2’ ser ml olacak sekilde toplandi. Toplanan ilk fraksiyonlar analiz
edildiginde DCM den kaynaklanan kaymalar gozlendigi icin belirlenen fraksiyonlar
evapore edilip metanol ile viallenip HPLC analizi gergeklestirildi.

Bu yontemde kromatografik elusyonlarin direkt olarak HPLC ile kolona verilmesi
durumunda ¢oziicii cakigsmasindan dolayr pikler diizgiin goriintiilenememistir. Bu
problemi tahmin etmemiz iizerine eluantlar1 evapore edip, metanol ile ¢cozerek HPLC’ye
vermemiz lizerine paklitakselin bu kromatografik ayirimda son derece basarili bir

sekilde gerceklestigi goriilmektedir. Elde edilen sonuglar asagida verilmistir.
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Cizelge 3.5 Aseton/ DCM gradient yontem geri kazanim (ppm) degerleri.

Numune Paklitaksel

Geri kazanim verimi (ppm)

2 0,1529
6
8 0,0551

Metanol viallenmesi 6ncesi HPLC kromatogramlari:

BUUUDE Time 0304 ~Inten.
27500
25000
22500
20000
17500+
150004
12500+
10000+

7500+

5000

2500

0

-2500-

rs_rn:l

T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0

Sekil 3.21 2 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari..

zsnuu% Tie 9093 Titen
zzs.uu—f
znnuu—f
17500—5
15nnn-f
125uu—f

100005

7500

5000

2500

2500

-1.511

Sekil 3.22 6 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.
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6 numaral1 fraksiyonun data goriintiisiinden goriildiigl iizere ¢oziicii faktoriinden dolay1

HPLC kolonunda ayrim saglikli degildir. Bu nedenle ortamdaki

¢Oziiciiniin

uzaklagtirilarak aradigimiz maddeleri

de c¢Ozen metanolle

tekrar

¢cOzdiirilip

viallenmesine karar verildi.

uy
22500

Time 4850 _ Inten 20,873

20000
17500+
150004
12500+
10000

7500

5000

2500+

-25004

-5000+

-7500

-10000- : : : !
00 50 10.0 150 200 250 30.0 350 40.0 45.0 50.0 min

Sekil 3.23 8 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.

Metanol viallenmesi sonrasi elde edilen kromatogramlar:

Time 740186 Inten. -781

3000+

2500

2000

1500+

1000+

10.0 125 150 175 200 25 250 215 30.0 325 350 375 min

Sekil 3.24 2 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.



Time 10.492 Inten. 118]

125 15.0 s 200 25 2510 215 300 325 35‘-.0 min

Sekil 3.25 6 nolu (mavi) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.

eV

3500 Time  8.458 Inten. -190]
3000-{
2500
2000
1500
1000-] J[\J
500+ U
b
J\/J
" 100 125

0

——

150 175 200 25 250 275 30.0 5 330 min

Sekil 3.26 8 nolu (mavi) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.

Gradient olarak uyguladigimiz bu sistemde 2 nolu eluantta paklitaksel gozlenirken ara
eluant olan 6 nolu eluantin data goriintiisiine bakildiginda; bakkatin ve sefalomannin
bolgelerinde pozitiflik s6z konusudur. 8 nolu eluantin data goriintiisiinde gortldigi

tizere ise paklitaksel pik bolgesi belirginlesmistir.



3.1.1.7 Etilasetat/ Hekzan Denemesi (Izokratik Yontem)

Hazirlanan ekstreden 1 ml alinarak iizerine bir miktar silika 60 dolgu maddesi eklendi
ve evaporator yardimiyla toz haline getirildi. Kolon hazirlanmasinda kullanilan eliient
30: 70 etilasetat/ hekzandir. Etilasetat: heksan eliienti ile kolon dengeye getirildikten
sonra toz haline getirilen ekstre silika 60 ile doldurulmus kolona yiiklendi. Ayni eliientle
yiiriitme islemi gergeklestirildi. Fraksiyonlar 2’ ser ml olacak sekilde toplandi. HPLC

analizleri yapildi.

Cizelge 3.6 Etilasetat/ hekzan gradient yontem geri kazanim (ppm) degerleri.

Numune Paklitaksel
Geri kazanim verimi (ppm)
34 0,0111
35 0,0157
36 0,1714
38 0,0857
40 0,0764
41 0,1120
42 0,0235
:zsnnE_V T w : 7]
2nnn—i ‘/j\\ﬁ:
1500—5 —/_J\/\/_f %»’
1nnn—f | J\fj
5nn—f b \\/
IJ—: .“ VyJ
A
10.0 125 15.0 175 200 32, 35,0 min

Sekil 3.27 34 nolu (pembe), 35 nolu (mavi), 36 nolu (kahverengi), 38 nolu (yesil), 40

nolu (lacivert) eluantlarin ve standart bilesiklerin (siyah) HPLC kromatogramlari.



Data1:1 ppm mix std led Detec] Data2:41)cd Detector AICh1) | Data3:42Jed Detector AChT) | Datad:43)cd Detector AICh1) | Data5:45)cd Detector AIChT) | Databi48lcd Detector AlCh1) |

uv
] Tie 14.07% Intef SEI

50004

2000
] |

30004

|
20004 l
1000-] l

-

Sekil 3.28 41 nolu (pembe), 42 nolu (mavi), 43 nolu (kahverengi), 45 nolu (yesil), 48
nolu (lacivert) eluantlarin ve standart bilesiklerin (siyah) HPLC kromatogramlari.

Bu yontemde 36 ve 41 nolu fraksiyonlarda ayirimin ve verimin son derece yiiksek

oldugu goriilmiistiir.
3.1.1.8 Etilasetat/ Hekzan Denemesi (Gradient Yontem)

Hazirlanan ekstreden 1 ml alinarak iizerine bir miktar silika 60 dolgu maddesi eklendi
ve evaporator yardimiyla toz haline getirildi. Kolon hazirlanmasinda kullanilan eliient
30: 70 etilasetat/ hekzandir. Etilasetat: hekzan eliienti ile kolon dengeye getirildikten
sonra toz haline getirilen ekstre silika 60 ile doldurulmus kolona yiiklendi. Ayni eliietle
yiiriitme islemi gergeklestirildi. Fraksiyonlar toplanirken 2 ser ml olacak sekilde ve 51-
55 nolu fraksiyonlar 30:70; (Etilasetat: Heksan); 56-59 nolu fraksiyonlar 40:60
(Etilasetat: Hekzan); 60-63 nolu fraksiyonlar 60:40 (Etilasetat: Heksan); 64-66 nolu
fraksiyonlar 70:30 (Etilasetat: Heksan) oranlari uygulanacak sekilde denendi. HPLC

analizleri yapildi.
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Cizelge 3.7 Etilasetat/ hekzan gradient yontem geri kazanim (ppm) degerleri.

Numune Paklitaksel
Geri kazanim verimi (ppm)
54
56 0,0175
58 0,0258
60 0,0374
61 0,0223
62
63
64

Tim L2471 Inten. 3.0

T T T T T 1
10.0 125 15.0 17.5 200 225 25.0 275 30.0 325 350 min

Sekil 3.29 56 nolu (pembe), 60 nolu (mavi), 61 nolu (kahverengi), 63 nolu (yesil), 64

nolu (lacivert) eluantlarin ve standart bilesiklerin (siyah) HPLC kromatogramlart.
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uy

5500+

5000+

4500

4000

35004

3000+

2500+

2000+

1500+

1000+

=
=)
T

=
I

Time - 0.060  Inten. EES|

AL

10.0 15.0 20 d0 350 400 50 50.0 min

Sekil 3.30 56 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.

56 kodlu fraksiyonun data goriintiisii bakkatin bolgesinde ayrim kotli oldugu gozlendi.

uy/

2000+

1750+

1500

1250+

1000

750

500

250+

Time [TE.418 Inten. U

Sekil 3.3160 nolu (mavi) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.
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Time . 9.507 Inten

2000+

1750+

1500

1250+

1000+

750

500+

10.0 125 150 175 20.0 25 250 275 30.0 35 %0 375 min

Sekil 3.32 63 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.

Time 9553 Inten. vL}H—Bl
2000+

1750+

1500+

1250+

1000+

750+

500+

T J E

100 125 150 15 20.0 25 250 275 300 325 350 75 min

Sekil 3.33 64 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC
kromatogramlari.

Bu yontemin izokratik uygulamasinda son derece basarili sonug¢ alinirken gradient
sistemde bagar1 oranmin Ozellikle verim yani geri kazanimda ¢ok diisiik seviyelere

geriledigi goriilmektedir.
3.1.2 SILIKA 30 KOLON UYGULAMALARI VE HPLC ANALIZ SONUCLARI
3.1.2.1 DCM: Metanol Denemesi (Izokratik Yontem)

Ekstreden 1 ml ekstrakt alindi {izerine silika 30 kolon dolgu maddesi eklenerek evapore

edildi. Toz haline gelen numune hazirlanan silika 30 kolona yiiklendi. DCM: metanol
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(98,5: 1,5) ¢oziicii karisimi izokratik sekilde uygulandi. Fraksiyonlar 2° ser ml olacak
sekilde 25 fraksiyon toplandi. HPLC analizi yapildi. Daha sonrasinda DCM’ le yapilan
fraksiyonlarun birlestirilmesine karar verildi. Buna gore fraksiyonlar birlestirilmis ve
tekrar analiz yapilmistir. Asagidaki sekillerden de goriilecegi iizere bu ydntemde

kromatografik ayirim basarisiz olmustur.

Time &681 Inten. -25T|
22500

20000+

17500+

15000+

125004

10000+

7500

5000+

2500

Sekil 3.34 1 nolu (pembe) eluantin ve standart bilesiklerin (siyah) HPLC

kromatogramlari.
3.1.2.2 Aseton: Hekzan Denemesi (Izokratik Yontem)

Ekstreden 1 ml ekstrakt alindi {izerine silika 30 kolon dolgu maddesi eklenerek evapore
edildi. Toz haline gelen numune hazirlanan silika 30 kolona yiiklendi. Aseton: Hekzan
(35: 65) izokratik sistemi ile yiiriitme islemi gerceklestirildi. Fraksiyonlar 2’ ser ml
olacak sekilde 25 fraksiyon toplandi. Bu 25 fraksiyondan 10. ve 20. Fraksiyon analiz
edildi. Ilk HPLC analizlerine gore ayirim tam olarak gériilemedigi igin evapore edilip

tekrar metaol ile viallenerek analiz tekrarlandi.
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nime 8176 Inten. 915

10.0 125 150 175 20,0 25 280 275 30.0 325 35.0 min

Sekil 3.35 1 nolu (pembe) eluantin ve standart bilesiklerin (siyah) HPLC

kromatogramlari.

v
2500+ Time -13.817- - Inten. -1582

2000
17504
15005

12504

1000 b
750

500

2504

125 180 175 20.0 25 250 275 300 325 3%0 375 00 min

Sekil 3.36 1 nolu metanolle viallenen (pembe) eluantin ve standart bilesiklerin (siyah)

HPLC kromatogramlari.
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Sekil 3.37 1 nolu (siyah), metanolle viallenmis 1 nolu (pembe) eluantlarin ve standart

bilesiklerin (mavi) HPLC kromatogramlari.

Tim¢ [24.082 Inten. 1,208

Sekil 3.38 2 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari. kodlu fraksiyon kromatogrami.
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uy

Time 9.023 Inten.

1250+

1000+

750+

250+

D‘/VIJ
250~

10.0 125 15.0 175 200 225 2510 2i5 30‘.0 325 35‘-.0 min

Sekil 3.39 2 nolu metanolle viallenen (mavi) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe)

HPLC kromatogramlari.

uy

Timg [12.598 Inten. ERE
000+

500+

H00H

1500+

1000+

Sekil 3.40 2 nolu (siyah), metanolle viallenmis 2 nolu (mavi) eluantlarin ve standart

bilesiklerin (pembe) HPLC kromatogramlari.

Bu yontemde paklitaksel bolgesinde paklitaksel piki belirgin olmakla beraber diger
bilesenler ile birlikte omuzlu olarak geldiginden ayirim iyi gézlenememistir. Yontemin
basarisiz olmasi iizerine tekrar iki adet deneme daha gerceklestirilmis olmasina ragmen

yine basarisiz sonu¢ alinmistir.
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3.1.2.3 Aseton: Hekzan 0,1ml - 1 ml Ekstereli Deneme (Izokratik Yontem)

Hazirlanan stok ekstreden 0,1 ml ekstrakt alindi {izerine silika kolon dolgu maddesi
eklenerek evapore edildi. Toz haline gelen numune A: H (35: 65) ile dengelenen kolona
yiiklendi ve ayni eluantla izokratik sistem kurularak yiiriitme islemi gergeklestirildi.
Fraksiyonlar 1 er ml olacak sekilde 54 fraksiyon toplandi. Bu fraksiyonlarda 1-27 arasi
ekstreden 0,1 ml alinarak 28-54 arasi ekstreden 1 ml alinip kolonda yiiriitiilerek

gergeklestirildi. Bu fraksiyonlara HPLC analizi yapildi.
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Sekil 3.42 1 nolu (pembe), 2 nolu (mavi), 3 nolu (kahverengi), 4 nolu (yesil), 5 nolu

(lacivert) eluantlarin ve standart bilesiklerin (siyah) HPLC kromatogramlari.
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450 u—
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] i
Datal:1 ppm mix std.lccl Data2:1.lcd Detector —| Datad:2lcd DetectorAl Data4:3.cd Detector .—'ll Data5:4.lcd DetectorAl Datab:5.cd DetectorAl Data7:6.cd Detector —| Datal:7 lcd Detector A

Sekil 3.43 1 nolu (pembe), 2 nolu (mavi), 3 nolu (kahverengi), 4 nolu (yesil), 5 nolu
(lacivert), 6 nolu (koyu sart), 7 nolu (gri) eluantlarin ve standart bilesiklerin (siyah)

HPLC kromatogramlari.

Time 14037 Inten. B0
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|
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I
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5004
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T T T T T T T T T T
12.5 15.0 17.5 20.0 225 25.0 275 30.0 325 35.0  min
Data1:1 ppm mix stdled Data2:8lcd Detector A| Data3:9lcd Detector A| Datad:10.cd Detector | Dataf:11.cd Detector | Dataf:12led Detector | Data7:13lcd Detector | Data8 14led Detector |

Sekil 3.44 8 nolu (pembe), 9 nolu (mavi), 10 nolu (kahverengi), 11 nolu (yesil), 12 nolu
(lacivert), 13 nolu (koyu sar1), 14 nolu (gri) eluantlarin ve standart bilesiklerin (siyah)

HPLC kromatogramlari.
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Data1:1 ppm mix std Jed Data2:15cd Detector | Data3:16)cd Detector | Datad:17)cd Detector | Data5:18lcd Detector | Dataf:19)cd Detector | Data7:20cd Detector | Data8:21)cd Detector |
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10.0 125 15.0 175 200 25 250 275 30.0 25 35.0 375 mn

Sekil 3.45 15 nolu (pembe), 16 nolu (mavi), 17 nolu (kahverengi), 18 nolu (yesil), 19
nolu (lacivert), 20 nolu (koyu sar1), 21 nolu (gri) eluantlarin ve standart bilesiklerin
(siyah) HPLC kromatogramlari.

LB
<
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30004
2500
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125 150 175 20.0 25 250 275 30.0 325 rmin
Data1:1 ppm mix std lcd Data?:22 lcd Detector | Data3:23lcd Detector | Datad:24)cd Detector | Data5:25lcd Detector | Dataf26lcd Detector | Data7:27)cd Detector |

Sekil 3.46 22 nolu (pembe), 23 nolu (mavi), 24 nolu (kahverengi), 25 nolu (yesil), 26
nolu (lacivert), 27 nolu (koyu sar1) eluantlarin ve standart bilesiklerin (siyah) HPLC

kromatogramlari.
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8000 ime - 18.343 - Inten. -1

125 15.0 175 200 25 250 275 30.0 25 35.0 375 40.0 min

Data1:1 ppm mix std.lcc‘ Data2:28 lcd Detector | Data3:29.cd Detector ;| Data4:30.cd Detector | Data5:31.lcd Detector ,| Datab:32./cd Detector ;| Data7:33lcd Detactc-r.l Datad:34 lcd Detector |

Sekil 3.47 28 nolu (pembe), 29 nolu (mavi), 30 nolu (kahverengi), 31 nolu (yesil), 32
nolu (lacivert), 33 nolu (koyu sar1), 34 nolu (gri) eluantlarin ve standart bilesiklerin

(siyah) HPLC kromatogramlari.
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000 Time 10807 Tnien, I
: {

5000-: |

4000—: i J

3000-: | L‘/_ij\j\ |
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125 150 175 20.0 25 250 275 30.0 25 35.0 min

Data:1 ppm mix std Jcd Data?:35 Jod Detector | Data3:36 lcd Detector | Data4:37)cd Detector | Data5:38Jod Detector | Data6:39.cd Detector | Data7 40 Jcd Detector | Data® 41Jed Detector |

Sekil 3.48 35 nolu (pembe), 36 nolu (mavi), 37 nolu (kahverengi), 38 nolu (yesil), 39
nolu (lacivert), 40 nolu (koyu sar1), 41 nolu (gri) eluantlarin ve standart bilesiklerin

(siyah) HPLC kromatogramlari.
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Datal:1 ppm micsidlod Data2:42lcd Detector | Datad43Jed Detector | Datad:441cd Detector | Data5:45)cd Detector | Databi46lod Detector | Data7:47 lcd Detector | Data8:48 Jod Detector )

Sekil 3.49 42 nolu (pembe), 43 nolu (mavi), 44 nolu (kahverengi), 45 nolu (yesil), 46
nolu (lacivert), 47 nolu (koyu sar1), 48 nolu (gri) eluantlarin ve standart bilesiklerin

(siyah) HPLC kromatogramlari.
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Data:1 ppm mix std Jcd Dg Data2:49.lcd Detector ACH Data3:50.cd Detector ACH Data4:51cd Detector A(CH Data5:52)cd Detector A(C] Data6:53)cd Detector A(C] Data7:54 Icd Detector ALCH

Sekil 3.50 49 nolu (pembe), 50 nolu (mavi), 51 nolu (kahverengi), 52 nolu (yesil), 53
nolu (lacivert), 54 nolu (koyu sar1) eluantlarin ve standart bilesiklerin (siyah) HPLC

kromatogramlari.

Tiim fraksiyonlarin analizlerinde paklitaksel yanindaki bilesenden tam olarak

ayrilmadigi i¢in bu yontemin basarisiz olduguna kanaat getirilmistir.
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3.1.3 FLORISIL KOLON UYGULAMALARI VE HPLC ANALIZ SONUCLARI

3.1.3.1 Etilasetat: Hekzan Deneme (Izokratik Yontem)

Hazirlanan ekstreden 1 ml ekstrakt alindi tizerine florisil kolon dolgu maddesi eklenerek
evapore edildi. Toz haline gelen numune hazirlanan florisil kolonuna yiiklendi. Eliient
olarak etilasetat: hekzan (30:70) kullanildi. izokratik yontemle fraksiyonlar 2’ ser ml

olacak sekilde toplandi. Fraksiyonlar analiz edildi.

uV
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Sekil 3.51 3 nolu (pembe) eluanin ve standart bilesiklerin (siyah) HPLC

kromatogramlari.
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Sekil 3.52 7 nolu (pembe) eluanin ve standart bilesiklerin (siyah) HPLC

kromatogramlari.

51



] Time 7.364 Inten. 78]
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5000+
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ZUUU;

1000:

Sekil 3.53 10 nolu (pembe) eluanin ve standart bilesiklerin (siyah) HPLC

kromatogramlari.
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Sekil 3.54 13 nolu (siyah) eluanin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.
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10.0 125 15.0 175 200 25 250 275 30.0 325 30 min

Sekil 3.55 15 nolu (mavi) eluanin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.
3.1.3.2 DCM: Metanol Denemesi (Izokratik Yontem)

Ekstreden 1 ml ekstrakt alindi tizerine florisil kolon dolgu maddesi eklenerek evapore
edildi. Toz haline gelen numune hazirlanan florisil kolona yiiklendi. Eliient olarak
DCM: metanol (98,5:1,5) izokratik sistemi tercih edildi. Fraksiyonlar 2* ser ml olacak
sekilde 25 fraksiyon toplandi. Bu fraksiyonlardan 10., 15., 20. fraksiyonlar analiz edildi.
10. Fraksiyonun kromotogrami asagidaki gibidir. Bu yontemde kromatografik ayirim

metodu basarisiz olmustur.
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1uuuué
rsuué

5000

2500-]

Sekil 3.56 10 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.

53



v

1500 Time 6.991 W\/\/\J 30|

1250+

1000+

750+

250

Sekil 3.57 10 nolu metanolle viallenen (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe)
HPLC kromatogramlari.

3.1.3.3 Aseton: Hekzan Denemesi (Izokratik Yontem)

Ekstreden 1 ml ekstrakt alind1 lizerine kolon dolgu maddesi eklenerek evapore edildi.
Toz haline gelen numune aseton: heksan (35: 65) ¢ozeltileriyle dengelenen florisil
kolona yiiklendi. Sistem izokratik olarak yuritildi. Fraksiyonlar 2° ser ml olacak
sekilde 25 fraksiyon toplandi. 10. fraksiyon analiz edildi. Bu denemeye ek olarak florisil
kolon Aseton: Hekzan denemesinde hazirlanan stok ¢ozeltiden 0,1 ml ve 1 ml ekstre
alinarak kolona yiikkleme yapildi. 55-79 nolu arasi toplanan fraksiyonlar 0,1 ml ekstrenin
kolona yiiklenip toplanmasiyla; 80-106 nolu arasi toplanan fraksiyonlar ise 1 ml

ekstrenin kolona yiiklenip toplanmasiyla analiz edilmistir.
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ime 2.050 Inten -467]

Sekil 3.58 Aseton:Hekzan 10 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe)
HPLC kromatogramlari.
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Sekil 3.59 Aseton: Hekzan 10 nolu metanolle viallenen (siyah) eluantin ve standart
bilesiklerin (pembe) HPLC kromatogramlari.

55



uy

Time |4.503 Infen.

3000+

::WM%J o R

10.0 125 15.0 175 200 25 250 275 30.0 25 min

Data:1 ppm mix stdlc] Datz2:55)cd Detector| Data3:56lcd Detector| Data4:57cd Detector| Data5:58)cd Detector| Data6:59.cd Detector| Datz7:60cd Detector| Data8:61)cd Detector|
— '

Sekil 3.60 55 nolu (pembe), 57 nolu (kahverengi), 58 nolu (yesil), 59 nolu (lacivert), 60
nolu (koyu sar1), 61 nolu (gri) 10 nolu (siyah) eluanlatlarin ve standart bilesiklerin
(siyah) HPLC kromatogramlari.

R B | e N
| %—JJ B AN

15004

5004

10.0 125 18.0 175 200 25 250 275 30.0 325 32,0 75 min

Data1:1 ppm mix std Je| DataZ:62)cd Detector| Data3:63lcd Detector| Datad:f4lcd Detector| Dataf:65)cd Detector| Datafi66 lod Detector| Data7 67 led Detector| DataB:68)cd Detector |

Sekil 3.61 62 nolu (pembe), 63 nolu (mavi), 64 nolu (kahverengi), 65 nolu (yesil), 66
nolu (lacivert), 67 (koyu sar1), 68 nolu (gri) eluantlarin ve standart bilesiklerin (siyah)

HPLC kromatogramlari.
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Sekil 3.62 69 nolu (pembe), 70 nolu (mavi), 71 (kahverengi), 72 nolu (yesil), 73 nolu
(lacivert), 74 nolu (koyu sar1), 75 nolu (gri) eluantlarin ve standart bilesiklerin (siyah)

HPLC kromatogramlari.

uy

] Time 9822 {inten. 2,273
4000+
35004

3000

o
e

Data1:1 ppm mix stdlcd Detector Alf] Data2: 76 lcd Detector ACh1) | Datad:77)cd Detector AICh1) | Data4:78lcd Detector ACh1) | Data5:79.cd Detector ALChT) |

Sekil 3.63 76 nolu (pembe), 77 nolu (mavi), 78 nolu (kahverengi), 79 nolu (yesil) 10

eluantlarin ve standart bilesiklerin (siyah) HPLC kromatogramlart.
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Datal:1 ppm mix std Ic| Data2:80lcd Detedc-r| Data3:&1.lcd Detector| Datad:82/cd Daector| Dataf:83.cd Detecmr\ Dataf:84.lcd Detecmr| Data7:85lcd Detectc-r| Diatad:86.lcd Detector

Sekil 3.64 80 nolu (pembe), 81 nolu (mavi), 82 nolu (kahverengi), 83 nolu (yesil), 84

nolu (lacivert), 85 nolu (koyu sar1), 86 nolu (gri) eluantlarin ve standart bilesiklerin

uy

(siyah) HPLC kromatogramlari.
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5004
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125

15.0

380 min

Datal:1 ppm mix std.lc:\ Data2:87.lcd Detectc-r| Data3:88.cd Detecmr| Data4:89.lcd Detecmr| Data5:90)cd Detector| Data6:31Jcd Detecmr| Data7:92.lcd Detectcr| Datad:33.cd Detector

Sekil 3.65 87 nolu (pembe), 88 nolu (mavi), 89 nolu (kahverengi), 90 nolu (yesil), 91

nolu (lacivert), 92 nolu (koyu sar1), 93 nolu (gri) eluantlarin ve standart bilesiklerin

(siyah) HPLC kromatogramlari.
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Sekil 3.66 94 nolu (pembe), 95 nolu (mavi), 96 nolu (kahverengi), 97 (yesil), 98
(lacivert), 99 nolu (koyu sar1), 100 nolu (gri) eluantlarin ve standart bilesiklerin (siyah)
HPLC kromatogramlari.

] Timg 10.585 'Inten. 3,033
3000+

2500-]

_ o
i:::m@ﬂL A

Sekil 3.67 101 nolu (pembe), 102 nolu (mavi), 103 nolu (kahverengi), 104 nolu (yesil),
105 nolu (lacivert), 106 nolu (koyu sar1) eluantlarin ve standart bilesiklerin (siyah)
HPLC kromatogramlari.

Tim analizlerde paklitaksel bolgesi omuzlu olarak gelmistir. 1 ml’lik hazirlanan
ekstreden elde ettigimiz sonuglarda omuzlanma daha net gézlenirken 0,1 nl’ lik ekstrede
omuzlanma yayvandir. Findik kabugunda miktarca az bulunn paklitakselin tayininde 0,1

ml’ lik ekstreden madde ¢ekiminin daha zor oldugu gozlenmistir.
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3.1.4 ALUMINYUM OKSIT KOLON UYGULAMALARI VE HPLC ANALIZ
SONUCLARI

3.1.4.1 DCM: Metanol Denemesi (Izokratik Yontem)

Ekstreden 1 ml ekstrakt alindi {izerine aliiminyum oksit kolon dolgu maddesi eklenerek
evapore edildi. Toz haline gelen numune DCM: metanol yardimiyla hazirlanan
aliminyum oksit kolona yiiklendi. Eluent olarak DCM: Metanol izokratik olacak
sekilde kullanildi. Fraksiyonlar 2’ ser ml olacak sekilde 25 fraksiyon toplandi.10.
fraksiyon analiz edildi. Sonuglara goére viallerdeki fraksiyonlar metanolle tekrar

viallenerek analiz edildi. Asagida kromatogramlar1 gosterildi.

Time 0.182 Inten. 20,713
22500+

20000+

17500+

15000+

12500+

10000+

7500

5000

2500+

Sekil 3.68 10 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.

60



u
1500 Time 10252 MW =0

250+

125 180 175 200 25 250 215 30.0 325 350 " min

Sekil 3.69 10 nolu metanolle viallenen (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe)

HPLC kromatogramlari.

3.1.4.2 Etilasetat: Hekzan Denemesi (Izokratik Yontem)

Hazirlanan ekstredenl ml ekstrakt alindi iizerine dolgu maddesi eklenerek evapore
edildi. Aliiminyum oksit dolgu maddesi ve etilasetat: heksan (30:70) ile kolon kuruldu.
Toz haline gelen numune hazirlanan kolonuna yiiklendi. Eliient olarak etilasetat- heksan
kullanildi. Fraksiyon toplama islemi izokratik olarak gergeklestirildi. Toplanan
fraksiyonlara 67-96 arasi numaralar verildi. Bu fraksiyonlardan 69, 72, 74, 76, 77, 80,
82, 85, 88, 90, 93, 96 nolu fraksiyonlar analiz edildi.

REI. Dato2:59.cd Detector AICh1) | Data3:72.cd Detector AlCh1) | Data4:74lcd Detector ACh1) | Data5:761cd Detector AIChT) | Datab:77.cd Detector ACh1) |
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Sekil 3.70 69 nolu (pembe), 72 nolu (mavi), 74 nolu (kahverengi), 76 nolu (yesil), 77

nolu (lacivert) eluantlarin ve standart bilesiklerin (siyah) HPLC kromatogramlari.
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Datal:1 ppm mix std Ic| Data2:80.lcd Detectﬁr‘ Data3:82 led Detectnr| Data4:85lcd Detel:mr| Datab:88.lcd Detactnr| Datab:90.lcd Detel:mr‘ Data7:93.lcd I=eta$:'| Data8:96.lcd :a:e:::-'|
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c
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Sekil 3.71 80 nolu (pembe), 82 nolu (mavi), 85 nolu (kahverengi), 88 nolu (yesil), 90
nolu (lacivert), 93 nolu (koyu sar1), 96 nolu (gri) eluantlarin ve standart bilesiklerin

(siyah) HPLC kromatogramlari.

3.2 TERS FAZ KOLON UYGULAMALARI

3.2.1 C8 KOLON UYGULAMALARI VE HPLC ANALIZ SONUCLARI
3.2.1.1 Aseton: Toluen Denemesi (Izokratik Yontem)

Hazirlanan ekstreden 1 ml ekstrakt alindi tizerine C8 kolon dolgu maddesi eklenerek
evapore edildi. Toz haline gelen numune hazirlanan C8 kolonuna yiiklendi. Kolon
dengelenmesi aseton: toluen (70:30) ¢o6zelti karigimiyla gergeklestirildi. Ydirlitme
islemleri de aynmi ¢oziiciilerle izokratik olacak sekilde belirlendi. Fraksiyonlar 1 er ml
olacak sekilde toplandi. Ilk analiz sonuglarina gore toplanan fraksiyonlarin birlestirilip
tekrar analiz yapilmasina karar verildi. 1 er ml olarak toplanan 30 tiip numune sirasiyla
10 ar ml olacak sekilde birlestirilip 3 tiip numune elde edildi. 3 numuneye HPLC analizi
yapildi.

Cizelge 3.8 Aseton/ toluen izokratik yontem geri kazanim (ppm) degerleri.

Numune Paklitaksel Geri kazanim
verimi (ppm)
2 0,0233
3 0,0282
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Sekil 3.72 2 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.
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Sekil 3.73 3 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.
3.2.1.2 Metanol: Su Denemesi (Izokratik Yontem)

Hazirlanan ekstredenl ml ekstrakt alindi iizerine C8 kolon dolgu maddesi eklenerek
evapore edildi. Toz haline gelen numune hazirlanan C8 kolonuna yiiklendi. Eliient
olarak metanol: su (65:35) izokratik olacak sekilde kullanildi. Fraksiyonlar 5> er ml

olacal sekilde ayni eliisyon ¢ozeltisiyle toplandi. HPLC ile analiz edildi.
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Sekil 3.74 1 nolu (pembe) eluantin ve standart bilesiklerin (siyah) HPLC

kromatogramlari.

Time 10.785 Inten. 1,383

Sekil 3.75 2 nolu (pembe) eluantin ve standart bilesiklerin (siyah) HPLC

kromatogramlari..
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Sekil 3.76 4 nolu (pembe) eluantin ve standart bilesiklerin (siyah) HPLC
kromatogramlari.
40005\( Time 30.614 Inten 3,953 |
3500
3000
2500
2000+
1500+
1000+
500
o]
125 150 175 200 25 250 275 300 325 30 mn

Sekil 3.77 6 nolu (pembe) eluantin ve standart bilesiklerin (siyah) HPLC

kromatogramlari.

3.2.2 C18 KOLON UYGULAMALARI VE HPLC ANALIZ SONUCLARI
3.2.2.1 Aseton: Toluen Denemesi (Izokratik Yontem)

Hazirlanan ekstreden 1 ml ekstrakt alindi tizerine C18 kolon dolgu maddesi eklenerek
evapore edildi. Kolon dolgu maddesi olarak %23’ liik karbon igeren 40-63 pm boyutlu
Silicycle marka dolgu maddesi kullanildi. 70:30 oraninda olarak belirlenen aseton:

toluen ¢ozelti karisimi hareketli faz olarak kullanildi ve C18 kolon bu faz ile
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dengelendi. Toz haline gelen numune hazirlanan C18 kolonuna yiiklendi. Sistem
izokratik olacak sekilde yiiriitiildii. Fraksiyonlar 2’ ser ml olacak sekilde toplandi. Ilk
analizler neticesinde toplanan fraksiyonlarin birlestirilmesine ve analiz Oncesinde
evapore edilip metanol ile viallendikten sonra HPLC’ ye yiiklenmesine karar verildi
boylelikle toplanan 20 fraksiyon ikiye ayrilarak birlestirildi ve evapore edilen

birlestirilmis fraksiyonlar metanol ile viallenmesinden sonra analiz yapildi.

Cizelge 3.9 Aseton/ toluen izokratik yontem geri kazanim (ppm) degerleri.

Numune Paklitaksel
Geri kazanim verimi (ppm)

1 0,3090

2 0,0390
sanof- T TIITE T 200 4
ss00]
000
3500
o ]
s |
2000]
1s00]
1000

=
g
o 7 200 3 e 7 W0 3 =

Sekil 3.78 1 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.
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Sekil 3.79 2 (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC kromatogramlari.
Elde edilen HPLC kromatogramlarina bakildiginda ayrimin iyi oldugu gériilmektedir.

3.2.2.2 Aseton: Toluen Denemesi (Izokratik Yontem)

Hazirlanan ekstreden 1 ml ekstrakt alindi tizerine C18 (Fluka C18-reversed phase silika
gel) kolon dolgu maddesi eklenerek evapore edildi.Bu sekilde toz haline gelen numune
aseton: toluen (70: 30) yardimiyla hazirlanan C18 kolonuna yiiklendi. Fraksiyonlar ayni
eluantla ve izokratik sekilde devam etti. Fraksiyonlar 3° er ml olacak sekilde toplandi.
[lk analiz sonuglarma gére birlestirilip evapore edildikten sonra metanol ile viallendi.
Toplanan 10 fraksiyon ikiye ayrilarak birlestirildi ve evapore edilen birlestirilmis

fraksiyonlar metanol ile viallenmesinden sonra analiz yapildi.

Cizelge 3.10 Aseton/ Toluen izokratik yontem geri kazanim (ppm) degerleri.

Paklitaksel
Numune
Geri kazanim verimi (ppm)
1 0,1976
2 0,0374
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Sekil 3.80 1 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.
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Sekil 3.81 2 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.
3.2.2.3 Metanol: Su Denemesi (Izokratik Yontem)

Hazirlanan stok ekstredenl ml ekstrakt alindi iizerine C18 kolon dolgu maddesi
eklenerek evapore edildi. Toz haline gelen numune hazirlanan C18 kolonuna yiiklendi.
Kolon hazirlanmasinda eliisyon ¢oziiclisii metanol: su (65: 35) kullanildi. Yiriitiicii
sistem metanol: su (65: 35) sistemi ile izokratik olarak kullanildi. Fraksiyonlar 10’ ar ml

olacak sekilde toplandi 1. ve 5. eluanta HPLC ile analiz edildi.
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Sekil 3.82 1 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.
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Sekil 3.83 5 nolu (siyah) eluantin ve standart bilesiklerin (pembe) HPLC

kromatogramlari.
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4. SONUC VE ONERI

Kalp hastaliklarindan sonra diinya genelinde yaygin olan ve Oliimle sonuglanan
hastaliklardan biri olan kanser giiniimiiz saglik problemlerinin basinda gelir. Insanlik
tarihi kadar eski oldugu diisiiniilen bu hastaligin tedavi ¢aligmalar1 ve hastaligi 6nleme
caligmalar1 hala devam etmektedir. Bilinen verilere gore hastaligin en dezavantajli tarafi
kanser hiicrelerinin tamamen yok edilememesidir. Birgok tedavi sekli olan kanser
hastaliginda en ¢ok kullanilan yontem kemoterapidir. Bu yontem icin ¢ok sayida ilag
gelistirilmis ve gelistirilmektedir. Bunlardan biride paklitakseldir. Diterpen iiyesi olan
paklitaksel dogal anti tiimor ilag olarak kabul edilir. Bu ilacin asil {iretim materyali
porsuk agacidir. Materyal olarak bitki kullanildigindan zamanla hammadde sikintisi
yasandigi i¢in yeni yontemlere veya ayni etken maddenin elde edilebilecegi yeni ve kisa

zamanda siirekliligi olan materyallere ihtiya¢ duyulmasi olagandir.

Calismamizda farkli ¢oziiciiler ve farkli kolon dolgu maddeleri kullanarak ters faz ve
normal faz kolon uygulamalar1 yapilmistir. Biz de kromotografi agirlikli olarak
yaptigimiz bu calismamizda birgok denmeme yaptik ve olumlu olumsuz kosullarin
belirlenmesini sagladik. Sonug olarak yapmis oldugumuz tiim kromotografi ¢alismasin
genelledigimizde elde ettigimiz sonuglar; bu ¢calisma kapsaminda giiniimiiziin en 6nemli
kemoterapi ilaglarindan olan paklitakselin kromatografik saflagtirma optimizasyon
calismalar1 gerceklestirilmistir. Gergeklestirdigimiz bu ¢alisma paklitakselin findik
kabuklarindan izolasyonu ve saflastirilmasi ¢alismalarinin kromatografik saflastirma

kisimlarini igermektedir.

Caligmamizda kullanilan stok ¢6zeltideki paklitaksel miktar1 0.989 ppm olup, saflik ise
% 0.45 olarak tespit edilmis ve kromatografik saflastirmalarda bu stok ¢ozelti

kullanilmistir.

Bu baglamda hem normal faz hem de ters faz kromatografik c¢alismalar
gerceklestirilmistir. Normal faz olarak silika 30 ve 60 tiirleri ile florosil ve aliimina
kullanilirken, ters faz icin C8 ve C18 kolon adsorbanlari kullanilmistir. Coziici
sistemleri ise Aseton/ Hekzan (35: 65), DCM/ metanol (98,5: 1,5), Aseton/ DCM
(20:80), Etilasetat/ Hekzan (30/70) sistemleri hem izokratik olarak hem de gradient
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olarak kullanilmistir. Elde edilen sonuglarda geri kazanim verimi ve saflik degerleri

Olciilmiistiir.

Silika 60 kolonda Aseton/ Heksan (35:65) denemesi izokratik yontem ile
gerceklestirilen calismalarda saflik ve geri kazanimda yiiksek degerlere ulasildigi
goriiliirken HPLC kromatogramlari incelendiginde paklitakselin yanindaki bilesenlerden

tam olarak ayrilmadigi ve omuzlu olarak geldigi goriillmektedir.

Cizelge 3.1°de bazi se¢ilmis eluantlarin saflik ve miktarlar1 verilmistir. Tiim eluantlarin
sonuglarinda ise geri kazanimin 0.90 ppm’e ulastigi safligin ise %10.2°ye ulastigi
goriilmiistiir. Ancak bu sonuglarin paklitakselin omuzlu gelmesinden dolay1 tarafimizca
stipheli bulunmasindan dolayi, bu elde edilen verilerin tam anlam kazanmasi igin
yontem tekrarlanmis ve elde edilen eluantlarin igerisine i¢ standart eklenerek
paklitakselin varlig1 kesin tayin edilmis ve akabinde hesaplamalar yinelenmistir.
Boylece Cizelge 3.2°de paklitakselin tespit edildigi eluantlarin saflik ve miktarlar
verilmistir. Tiim eluantlarin sonuglarinda ise geri kazanimin 1.78 ppm’e ulastig1 safligin
ise % 2’ye ulastig1 goriilmiistiir. Geri kazanimdaki yiiksek miktar bize halen sonuglarin
hatal1 oldugu gostermektedir. Paklitakselin omuzlu ¢ikmasindan dolayi, tam anlam
kazanmas1 ve seri bir sekilde pesi sira paklitakselli eluantlarin toplanarak tekrar ayrim

1sleminin gergeklestirilmesi gerekli olduguna kanaat getirmekteyiz.

Bir sonraki denemede Izokratik bu ¢alismalarda elde ettigimiz bu sonuclarin daha da
gelistirilmesi amaciyla ayni sistemin gradient calismasi gerceklestirilmistir. Bu
yontemde aseton hekzan 20:80, oranda baslayip devaminda 40:60; 50:50; 60:40; devam
edip en sonda da 80:20 seklinde tamamlanmistir. Bu ¢alismada saflik degeri 9%0.25,

geri kazanim verimi ise 0.68 ppm olarak 6l¢iilmiistiir.

Bunun {izerine ayn1 yontemin 35:65, 50:50 ve nihayetinde 65:35 seklinde bir gradient
yontem denenmistir. elde edilen sonuglarin HPLC kromatogramlari1 ve elde edilen
degerler asagida verilmistir. Bir onceki gradient sistemde tam olarak paklitaksel diger
bilesenden ayrilmamasina ragmen, tekrar denemis oldugumuz bu gradient yontemde
ayirim daha basarili bir sekilde gerceklesmistir. Ancak bu yontem de geri kazanim
0.3048 ve saflik ise %1.1 seklinde gerceklestirilmistir. Bu calismada aseton/ hekzan
eluantlarn HPLC kromatogramlarinda ki yayvanlagsmadan sonra secilen eluantlarin

birlestirilmesi ve akabinde metanolleme ile yeni kromatogramlarin alinmasi sayesinde
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daha net diizgiin kromatogramlar elde edilebilmistir.

Bir diger ¢alisgmada silika 60 kolonda DCM: metanol (98,5:1,5) izokratik yontemi
caligmalar1 gergeklestirilmis ve paklitakselin diger bir ¢ok bilesen ile birlikte geldigi ve
ayrimin ¢ok kotii oldugu goriilmiistiir. Bunun iizerine Aseton: DCM (20:80) denemesi
gradient (1-5, 20:80; 6-11, 50:50; 11-15, 80:20) yontemle gergeklestirilmistir. Bu
yontemde ise biiyikk Olglide DCM’ den dolay1 HPLC piklerinde kaymalar ve
yayvanlasmalar gozlenmesi sebebiyle eluantlar evapore edilip, metanol ile ¢oziilerek
HPLC’ye verilmis ve uygulanan yontemin ayirim basaris1 yoniinden son derece basarili
oldugu goriilmiistiir. Elde edilen geri kazanim degeri dlgiilen yani seg¢ilmis eluantlar igin

0.2 ppm olurken, yine se¢ilmis eluantlardaki saflik degerinin % 2.2 ¢iktig1 goriilmiistiir.

Silika 60 kolonda etilasetat: hekzan (30/70) izokratik yontemde gergeklestirilen
calismada ise paklitakselin ayirimi net olarak goriiliirken saflik degeri % 1’in iistiine

¢ikmig ve geri kazanim verimi ise 0.5 ppm olarak ol¢iilmiistiir.

Ayni sistemin gradient yonteminde de ayirimin yine basarili oldugu goriiliirken saflik ve

geri kazanim veriminde sonuglarin ¢ok diisiik ¢iktig1 goriilmuistiir.

Silika 30 kolonda DCM: Metanol (98,5:1,5) izokratik yontemde ve ayrica Aseton:
Heksan (35:65) sisteminde hem izokratik yontem hem de gradient yontem calisilmis ve

gergeklestirilen ¢aligsmalarin ayirim yoniinden basarisiz oldugu goriilmiistiir.

Adsorban olarak florisil kullandigimiz bir g¢aligmada Etilasetat: Hekzan (30: 70)
izokratik yontem de yapilan ¢alismada kromatografik ayirim metodu basarisiz olmustur.
Akabinde gergeklestirilen hem izokratik yontem ve hem de Aseton: Hekzan (35: 65)

izokratik yonteminde paklitaksel bolgesi omuzlu olarak gelmistir.

Alumina dolgu maddesi ile hem DCM: metanol (98,5: 1,5) yonteminde hem de

Etilasetat: Heksan (30: 70) izokratik yonteminde ayirim iyi ger¢eklesmemistir.

Ters faz ¢alismalarinda ise C8 kolon da Aseton: Toluen (70: 30) izokratik yonteminde
paklitakselin net bir sekilde ayrildig1 goriiliirken saflik degerinin %1 ve geri kazanim
veriminin ise ¢ok diisiik oldugu goriilmiistiir. Ayn1 kolonda metanol: su (65: 35)

yontemi kromatografik ayirim yoniinden basarisiz bulunmustur
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C18 kolondaki Aseton: Toluen (70: 30) izokratik yonteminde paklitakselin ayirimi ¢ok
net basarilt bir sekilde gozlenmis ve elde edilen yiizde saflik %1.1 ve geri kazanim
degeri ise 0.34 ppm seklinde gozlenmistir. Aymi ¢alismanin tekrarinda da benzer

sonuclar elde edilmistir.

Son olarak Metanol:Su (65: 35) izokratik yonteminde ise paklitaksel diger bilesenlerden

tam olarak ayrilmamaistir.

Sonugcta elde ettigimiz sonug¢larda en uygun kromatografik ayirimlarin silika 60 kolonda
DCM: Metanol (98,5:1,5) izokratik yonteminde ve etilasetat: hekzan (30/70) izokratik
yonteminde gézlenmistir. Ancak her haliikarda gerceklestirilen kromatografik islemde
paklitaksel go6zlenen eluantlarin  birlestirilerek tekrar ayni sistemde ardisik
kromatografik ayirima ihtiya¢ duydugu belirlenmistir. Bu sonuglar bize endiistriyel
diizeyde makro seviye pilot liretim i¢in gerekli tiim verileri temin ederek yatirim igin

Oonumuzu agmistir.

Yapilan bir takim ¢alismalarda ve bu ¢alismada da goriildiigii gibi findik kabugunda
paklitakselin varligi umut vericidir. Yakit olarak kullandigimiz materyali daha da
detayli caligmalar yaparak ¢ok daha degerli hale getirebilir hatta paklitaksel {iretimini
iilkemizde yapabilecek c¢alismalar yiiriitiilebiliriz. Total sentezi olduk¢a zor ve cok
basamakli olan paklitakseli; ekstraksiyon calismalarinda ve c¢alismamizda da
gozledigimiz tiirevlerini elde ettiimizde de Onemli bir basari yakalamis sayiliriz.
Ciinkii elde edecegimiz tlirevden yola ¢ikarak ilacin yar1 sentezini gerceklestirebiliriz.
Bunlara ek porsuk agacinda da findikta da denenen bir yontem olan hiicre kiiltiirii

yontemi ile etken madde eldesini yapabilir veya elde islemlerini daha da gelistirebiliriz.
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