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Heileborus orleni’alls Lam. var. h:rsufus {Schiffn.) Hay.
Kokleri Uzerinde Ara§hrmalar .

Investigations on the Roots of the Hel!eborus orientalis Lam. var.

hirsutus {Schiffn} Hay.

Turhan BAXTOP ve Giilsel MALKOQ %

¢t RIS
. Hellgborus kokleri esk1denber1 zehlrh olarak bilinmekte ve nadiren
'tedav1 'sahasinda kuilamlmaktadlr. Kimyasal ve farmakologlk olarak en
iyi tanman H. niger ve H. viridis tiirieridir (5). Memleketimizde gim-
dlye kadar asagidaki 4 tiir teshit edilmistir (1, 2). '

‘1 — H, anhquonbm Al Braun — Bursa (Uludag).
2 — H. olympicus Lindl.. -~ PBursa (Uludag).
2 — H, orientelis Lam.. . — Trakya, Istanbul (Yukar: BoZacinin her iki ya-

kasmdaki tepelér, Belgrat ormani, Gumispinar,

Sile_), Sakarya, Kocaeli, Bolu, Samsun,' Trabzon,

_4' —— H. vesicarius Auch. . _ Hatay (I_‘(eldaiaf, Belen), Gazia'ntep, Maras,  Adana
' ‘ ' (Haruniye). '

Bu tiirlerden H. orientalis Kuzey Anadoluda oldukca genis bir yayihs
sahasina sahiptir. Memleketimizde daha ziyide bir varyetesi, var. hirsuius
(Schiffn,) Hay. bulunmaktadir (8, 13). Bu varyete, tipik tlirden yaprak-
arifm alt ylziniin tiylit olmas: ‘ile ayirt edilir (8). Halk arasinda ze-
hirli bir tir olarak bilinmekte ve kokleri bilhassa hayvan hastahklarma
karst kullamlmaktadlr (7, 9).

MORFOLOJIK KARAKTERLER

_ H. 'Q?‘{ieﬁtalis‘ Lam. var, hif‘éufus (S;chiffn.) Hay. 30-40 cm -vitksekli-
ginde cok senelik, otsu ve rizomlu bir bitkidir. Taban yapraklari ekseriya
tek, uzun -sapl, lamina derimsi, 5-11 parcali, parcalar eliptik, kenarlar:

{#¥] Farmakoghezi Kiirsiisii, Eczaciiik Fakiiltes], Universite, Istanbul.
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Qift"disli ve alt yuzii tliyli (Sekil: 1). Cicek aktinomorf; perigon 4-5 cm
capinda, 5 parcali, parcalar serbest, oval, yesilimsi beyaz renkli (Sekil: 2).
Stamenler ¢ok adette. Meyva g()k tohumlu, ¢iplak, soluk yesil renkli bi_f fo-
Iikiil, boyu 15-17 mm kadar (Sekil: 3). Tohum koyu kahverenkli, gibtong';

¥

Sekil 1. Yaprak (1/2 x).

silindif biciminde, 3-4 mm uzunlukta. Rizoem yatik vaziyette, girimsi, si-
yah renkli, 5-10 mm capmda. Kokler silindir biciminde, giri-siyah renkli,
boyuna cizgili, 1-3 mm ¢apinda (Sekil: 4).

ANATOMIK KARAKTERLER

Kok \'.’e rizomlarin mikroskopik tetkikinde parenkima ‘hiicrelerinin
kalin cidarli oldugu, bol miktarda yag damlaciklar ve nisbeten az, kiictik
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nigasta taneleri (2-3 tanesi bir arada, caplari 2-3 mikron arasinda) tagi-
dlgl, iletme demetlerinin normal ve basit oldugu, kristal ve tag hiicreleri
bulunmadifi tesbit edilmigtir (Sekil: 5,6,7). H. niger’den farkli olarak H.
orientalis rizomlarimn iletme demetinin iistﬁnde, sklerenkima dem'etl_'eri
bulunmaktadir. '

< : Sekil 2. Cicekli bir dal (1/2 X).

KIMYASAL ARASTIRMALAR

Helleborus tirlerinin kokleri {izerinde yapilan kimyasal aragtirmalar
sonunda bu tiirlerde glikozitler (helleborin, helleborein, hellebrin), alka-
loitler (celliamin, sprintiamin, sprintiilin), ac maddeler, yag, recine,
akonitik asit, kalsiyum fosfat v.s. tesbit edilmistir (5, 10).
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Tetkik konumuzu teskil eden H. orientalis Lam. var. Rhirsutus kokleri
kimyasal olarak az aragtirlmustir (6, 7, 9}, Yapilan caligmalar ham hii-
lasalay iizerinde renk reaksiyonlarina dayanmakta ve renk reaksiyonlar
da bu tiiriin kék ve rizomlarmda gliko-saponinlerin bulundugunu’ goster-
mektedir. '

Biz Istanbul civarmnda (Kilyos, Sile, Pagakdy, Ayazaga) yetigen bit-
kilerden elde ettigimiz kok ve rizomlar: adi hararette kuruttukian sonra
kaba toz haline getirerek fizerinde caligtik (11). ilk tecriibelerin somuglar:
soyledir: ' ‘ '

Rutubet % 87

Kiil ¢ % 133

Asitte erimeyen kiil : % 83

Tanenler ) o P '
Flavonlar 3 — ]
Alkaloitler r — o
Rediiktdr seker ;4 : !
Glikozitler e

Koéklerdeki glikozitleri ayirabilmek icin daha énce H. purpurascens
icin kullanilms olan sagagidaki tilkketme ve ayirma metodunu kullandik
(18). '

100 g numune hir Soxhlet apareyine konarak 300 mi betrol eteri ile (K.N.
50-70°C) 10 saat téketildi. Yesilimsi - sarl.renkli petrol eteri hilldsast ayrildiktan
sonMa iki defa 200 mi metanolle ve iki defa 100 ml % 70 lik metanolle tiketildi.
Toplanan metanollli cdzeltiler 40°C altinda kunuluga kadar teksif edildi. 30 g koyu
kirmizi renkii, akier kivamli hiilasa iki misli su iie alindi, siiziildil. Berrak siiziintd
ayirma hunisine almndr, altt defa 30 ml eter ile tiiketildi, eterli cdzeltiler ayrildr,
sonra gene alir defa 50 ml kloroform ile tiiketildi, bu kismm da ayrildi. Geriye kalan
cozelti 2/1 kloroform - etanol karisimi ile alindi, eekilen cozelti vakumda 30°C al-
tinda teksif edildi ve siitun kromatografisine tathik edildi.

Hazirlanan siitunun ic cap1 2,8 cm, boyu 29 ecm dir. Sttuna 150 g ali-
minyum oksit (aktif-basisch Merck 1076) kondu ve agagidaki solvan kan-
simindan 10 fraksiyon alindi. Toplanan frakslyonlar hava akiminda Ku-
rutuldu ve % 5 nisbetinde metanolde cozillerek kifida tathik edilmigtir.

Metanol-kloroform 312 1 U F-KF
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F., ve daha sonraki fraksiyoniari kagit kromatografisine tatbikinde
tek leke, bundan oncekilerin tatbikinde ise Rf degerleri farkli cesitli renk-
te lekeler meydana gelmektedir. F,., arasindaki franksiyonlar: saf helleb-
rin ile beraber kigida tatbik ettifimizde aym renk ve hizada karsilikh iki
leke meydana gelmekte, fakat siitun kromatografisi ile bunu digerlerinden
aylrmak milmkiin clmamaktadir.

F,, ve daha sonraki fraksiyonlar1 bir araya topladik, hava akimmda
teksif ettikten sonra, metanolde ¢oziip iki defa situndan gecirdik (ic capt
0.8 em, boyu 15 em olan siituna 5 g aliminyum oksit Fluka Typ 5016 A
kondu). Madde metanolle alindi, hava akimmda kurutuldu. Elde edilen
acik sar1 renkli madde (e.d. 148-150°C «bloc Maquennes), metanclde ve
% 60 metanol + kloroform karisiminda kolay coziinmekte, aci lezzetli
ve higroskopiktir. Bu madde % 0.5 nisbetinde ‘metanolde cozilliip cesitli
solvan sistemnleri kullanarak kit kromatografisine tatbik edildi.

Revelator olarak anilin ftalat ve resorsin HCl kullamildif: zaman hig
bir leke meydana gelmemektedir. Halbuki maddenin asit hidrolizinden
sonra meydana gelen hidroliz mahsulii ayni sekilde kfgida tatbik edildigi
zaman anilin ftalatla beliren bir seker (glikoz) lekesi meydana gelmek-
tedir. Boylece elde edilen bu maddenin glikozit tabiatinda oldugu ve asit
hidrolizle glikoz ve aglukona ayrildigi tesbit edilmigtir.

Bu glikozidin saf hellebrin ile birlikte yapilan kromatbgraﬁk analiz-
lerinde bulunan Rf degerleri 'a§ag1daki tabloda gisterilmigtir:

] . A :
Fablo 1. H. orientalis va.r.lhirsﬂms topnak altr kisurlarindan tecrit edilen

Iglikozitin ve saf hellebrin’in Rf degerleri.

n. butanol, asetik  Butawnol, si Peﬂ.mﬂél, su

‘wsit; sw s (12) /1 (18) I/i (15)
H. orientalls glikozldl 0,74 0.65 0.27
Hellebrin (.50 0.35 0.75

Kagit: Whatman No. 1; developman siiresi: 16 saat; 1sr 20°C + 1; reveiatr:
fosvolframik asidin etanoldeki % 28 cézeltisi; metod: yilikselen,

ince tabaka kromatografisi

Adsorban olarak (aliiminyum oxid G nach Stahl), solvan olarak n bu-
tanol, asetik asit, su 4: 1: 5 ve revalatdr olarak da fosfovolframik asidin
etanoldeki 9% 25 lik cozeltisi kullanildi. Uc saat sonunda solvan plakta 7 cm
yiikselmektedir. Analiz sonunda II. orientalis glikozitinin Rf degeri 0.93
olarak hesaplanmigtir, ayni sartlarda hellebrin'in Rf degeri 0.80 olmakta-
dir.
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" 'Renk reaksiyonlari

Reaksiyonlar- hellebrin ile beraber karstikh olarak yapim's ve aga-
g1daki sonuclar elde edilmigtir. :

I — Piridinde ¢oziilmiis madde iizerine, taze hazirlanmig % 1 lik
sodyum nitro prusiyat cdzeltisi-ve ‘% 50 potasyum hidroksit ilavesiy-

SBekil 3. Meyva (1/2X)

le kirmiz renk meydana gelmektedir (Legal testi negatif). Hellebrin
v lakton halkasi ihtiva etmez. Elde edilen glikozit hellebrin gibi bu reak-
tifle limon saris) renk vermektedir. ’

II — EKeller-Kiliani reaksiyonu, stifirik asitle asetik asidin temas
yerinde dar kahverengi halka meydana gelmektedir. Bu halkamn st
pembemsi kahverengiye boyanmaktadir. Halbuki, hellebrin'de bu halka-
mn alt tarafinda sarimsi portakal renginde ve list. tarafinda yesil venkte
bir kugak goriniir, ; :
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IIT — Liebermann-Burchard reaksiyonu, her iki bilesikte de miispettir..
Hager-Salkowski reaksiyonu ile her ikisinde de koyu kirmiz1 halka tegek-
kiil etmekte ve iki damla asetik asit anhidriti ile kloroform tabakasi sary
yegile ‘dénmektedir. ’

" sekil 4, Rizom ve kikler (1/2 x).

IV — Derisik silfiirik asitle iki bilegik de koyu kirmizi renk ver-
mektedir, '

ks
—en
t
kp
@

-Sekil 5. Kbkten enine kesit, sema (30 x): ks ksilem, f1 floem, kp Kahuk paren=--

Jdimas:, e epiderma,

V — Wasicky reaktifi (19) ile her ikisinde de énee koyu kirmiz: renk
meydana gelmekte, bu renk 2 saniye sonra mor’a dénmektedir.
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Hidroliz

0.20 g H, orientalis glikozidi 7 ml % 10 slilfizvik asitle 5:6 saat gert ceviren:
segutucu altinda kaynatndi, sarimst bir kismm ayrrid:; soguduktan sonra iki kere:
Kloroform ile tiiketildi, birlestirilen Kkloroforgilu cdzeltiler su ile yikandi, Susuz.
sodyum siilfat ile kurutuldu, siiztildi, kloreform ucuruldu ve 0,012 g agrk sari renkte
amorf bir toz oiah aglukon ayrildl. Sulu 1{131£n barywm karbonat ile notralize édildi.
(gaz crkmayincaya kadar), meydana gelen cdzelti su ile yikandi, Isﬁziildii ayrildl, sulu.
kisim vakumnda kuruluga kadar teksii edildi.

W

Sekil 6. Rizomdan ecnine kesit, sema (15 Xx): e epiderma, sk sklerenkima, dp 6z.

parenkimas), kp kabalk parenkimasr, ks ksilem, f1 floem.

Bakiye sicak etanolle alindi, k&gt kromatografisi analizine tabi {u--
tuldugu zaman, bej zemin iizerinde kahverengi tek leke elde edilmekte--
dir. Kullamilan sahitlere gore cozeltideki seker glikozdur., Aym muameleye:
tabi tutulmus kdgit, rezorsin HICl ile revele edildiginde hig bir leke mejr-m
dana gelmemektedir (ramnoz yok). ’
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Aglukon

. Ayrilan aglukon, aliiminyum oksit siitunundan gecirilerek temizlen-
-di, ‘Adsorbah olarak alliiminyum oksit- Fluka Typ 5016 A kullamldi. Sii-
tunum i¢ ¢apr 0.8 em, boyu 15 cm; konulan adsorban miktar: 5 g dir. Co-
-ztielt olarak metanol-kloroform karigionn kullamlmigtir. Elde edilen sarim-
-81 esmer tozun e.d. 152-154°C (bloc Maguenne). Saf hellebrin'in 'aym §ef
kilde hidrolizi ile elde edilen aglukonu (hellebrigenin) kagit kromatogra-
tisine tatbik edildigi zaman, H. orientolis glikozitinin aglukonu ile helleb-
rigenin aym Rf degerlerine sahip olduklari goriilmiigtiir. Rf deperleri
.agagidaki tabloda gdsterilmigtir; e

Tabio 2, H. zor"ieﬁmlis var. hirsufus toprak altx kls'qnlarmdan teerit edilen

Elikozitia aglukunu(ﬂire‘ hellebrigenin'in R degerleri.

Eenzéwﬁ, klorqfo?‘m'-ﬂ-'-bg_utmml, qsai'ik LKlO?jqforﬁpwl., form~
1/1 formamidle  asit, sw J15 (18)  amid 1/1 (14)
e , ‘doyﬁrulmus (8) i
H. orientalls glikozitinin - ‘ : -
aglukonu E : 0.07 0.98 0.04
‘Hellghrigenin - 0.07 098 - 0.04

 Kagit: Whatman Ne.l; developman siiresi: 7 saat; i 20°C 4+1; revelatdr:
wosfovolframik asitin etanoldeki % 25 cOzeltisi; metod:. yiikselen.

Elementrel Analiz

Elementel analiz Alfred Bernhardt mikro. analiz laboratuvarinda (¥*)
‘vaptmig ve agagida gosterilen 9% C, H miktarlart bulunmugtur.

Hellebrin’in hidrolizi ile elde edilen aglukon (hellebrigenin)™un ka-
pali formiilil iki ayr sekilde gbsterilmigtif- (16, 17).

Formiil (1) ' ) Formiil (2)
C,H, O, (41650} C,H, O, (41851)
Yfesaplanan: 9% 69,20 C, % 7,74 H % 68387 C, % 818 H

Analiz neticesi: 0.887 mg maddeden hareket ederek 2.24 mg CO,,
0.80 mg ILO ve % 69,15 C, % 10 H bulunmustur. '

Elde edilen glikozidin hidrolizi ile aglukon yamnda seker olarak gli-
koz teshis edilmigtir, bunun iki mol oldugu diglniilerek bulunan iki ayri
Tormiil agagida gbsterilmistir:

(*} Mikroahalytisches Laboratorium, 443 Milheim (Ruhr), Hihenweg 17,
Almanya. '
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:Sekil 7. Rizomdan enine kesit (245 x): p parenkima, sk sklerenkima, fl floem,
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—2H30
2 CuHmOn - . 2 Clequ:w
Formiil (1) ' ‘ ‘ Formil (2)
Cz,xH:mOc' C:.:Hnaon
CJ:'.ITIIn__Om ) - CizH'_-OO:ln
.CsuHmO:m (740.66) L CachOﬂ; (T42.87).
Hesaplanan: % 5832 C, % 7.08 H % BRI15 C, % 732 H

Analiz neticesi: 1.875 mg maddeden hareket ederek 4.00 mg CO,, 1.37
mg H.0 ve-% 5822 C, % 818 H bulunmustur.

L §oNUC

Anadolu’da- yetigtigi bilinen 4 Helleborus tiiriinden en yaygin olan.
H. orientalis Lam. var. hirsutus (Schiffn.) Hay. dir,

Bu tlr izerinde yapilrmg olan gah§mélarda, koklerden elde edilen.
ham hiilisalar lizerine tatbik edilen renk reaksiyonuna dayanarak, hel-
lebrin‘in bu tiirde de bulundugu ileri siiriibmiigtiir.

Saf hellebrin jle yaptifimiz kargibkli mukayeseler sonunda kullani-
lan remk reaksiyonunun hellebrin icin spesifik olmadigim  gérdilk, saf
hellebrin Wasicky reaktifi ile eozin kirmizisi degil, mor renk vermekte-
dir. Eozin kirmizisi rengi gliko-saponinlere aittir (4);

Koklerden hazirladignmiz bir hiildsanin kigit kromatografisi ile tet-
kikinde elde edilen lekelerden birinin hellebrin ile aym renk ve Rf
degerinde - bulundugu gériilmigtiir. Fakatl kullandiimiz bircok wusul-
lere ragmen, hellebrin ile aym renk ve Rf degerinde lekevi veren mad-
deyi saf olarak ayrrmamiz miimkiin olmadi. Buna kargilik bu tiirden saf
bir glikozit tecrit ettik. Elde etligimiz bu glikozidin aglukon kismi, hel-
lebrinin aglukonﬁ olan hellebrigenin .ile aymi, seker kismi ise hellebrin-
Je bulunan rammnoz ve glikozdan farkl olarak 2 mol glikozdan ibarettir.

Oz ET

H. orienialis. Lam var. hirsutus (Schiffn.) Hay., morfolojik, anato-
mik ve kimyasal olarak incelenmistir, Bu tiir Tirkiyemin kuzey bolge-
sinde (Trakya, Istanbul, Kocaeli, Sakarya, Bolu, Samsun, Trabzon) ya-
vilmgtir. Anadolu mengeli diger Helleborus tirlerinden yapraklarimn alt
yiziiniin tliylii olmas1 ile kolayca ayirt edilir. H. orientalis rizomlarinin:
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.anatomik yapisi ile hilen tedavi sahasmnda kullanilan H. niger rizomlar:
arasinda miithim farklar meveut degildir. Bununia betaber H. orientalis
rizomlarinm iletme demetlerinin iizerinde sklerenkima demetlerinin bu-
Junmasi, bu iki tirlin rizomlar: arasinda ayirlcz bir‘-karakter tegkil et-
1ektedir. :

Bu tiiriin, Istanbul civarmda toplanan toprak alti kisimlary (kok ve
rizom) iizerinde yapilan kimyasal aragtirmalar sonunda su neticelere va-
rilmgtir: ' ‘ '

a — Rutubet: % 8.7; kiil: % 13.3; asitie erimeyen kiil % 8.3.

b — Tanen, ﬂavon ve antrakinon tipi glikozitler ve alkaloit bulun-

.maktadir. . '
¢ — Infuzyon ve tenturunde ‘fazla mlktarda reduktor seker (glikoz,
fruktoz) ve sakkaroz bulunmustur.

- d — Nimunenin metanolli hillasas1 k&gt kromatograflsme tatbik
‘édildlglnde hellebrin ile ayn1 renk ve Rf degerinde bir leke meydana gel-
mektedir. Fakat bu lekeyi veren glikozit saf olarak tecrit edilememigtir.
" e — Kapal formiilii CH.n Oy ve e.d. 148-150°C (bloc Maguenne) olan
glikozit yapisinda bir bilegik elde edilmigtir. Bu glikozit kimyasal bakim-
gan hellebrin'e cok yakindir: Asit hidroliz sonucu hellebrigenin ve 2
mol glikoza ayrilir.

SUMMARY

We studied on the H. orientalis Lam. var. hirsutus (Schiffn.) Hay.
:anatomically, morphologically and made some chemical investigations on
the subterranean parts of the plants. '

This spemes is W1de1y spread along the Black Sea region of Turkey
{Trakya, Istanbul, Kocaeli, Sakarya, Bolu, Samsun, Trabzon) and it can
- be easily distinguished from the other wild species of Anatolia by being
pubescent on the lower surface of the leaves. ' .

There is no other 1mportant anatomical difference between H oriet-
talis and H. miger rhizomes which is used in therapeutics, except that
‘H. orientalis rthizomes have sclerenchyma boundles above the phloem
islands. '
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Chemical studies were carried on the underground. parts (roots .and

rhizomes) of the plants collected in the outskirts of the city of Istanbul
and the following results are obtained:

[

a — In the dry sample, there are about 8.7 per cent of moisture,
13.3 per cent of total ash and 8.3 per cent acid - insoluble ash.

b — Tannins, flavons, antraquinone, derivatives and alkaloids are
not present. o
¢ — Its infusion and tincture have reducing sugar (glucose, fruc-

tose) and saccharose.

d — The methanolic extraet is applied on the paper chromatography.
A spot which detected by the ‘use of the following reagents
(antimony trichlorid and phosphotungstic acid reagents) gavé
the same colour and the same Rf value as hellebrin. We could
not isolate hellebrin in the pure form.

e — A substance having a glycosidal structure - with formula
ColeeOy and melting point 148-150°C (bloc Maquenne) was
isolated. It yielded on hydrolysis by acid, hellebrigenin and 2
molecules glucose. '
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