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OZET

Bu ¢alismada yersomunu Cyclamen coum Miller bitkisinden 7 adet dogal bilegik
cesitli kromatografik yontemleri uygulayarak ilk defa izole edilmistir.

4 tanesi literatiirde bagka bitkilerden izole edildigi ve 3 tanesi de ilk defa izole
edilen toplam 7 adet dogal bilesik spektroskopik olarak 1H-nmr, APT, 2D-COSY,
HETCOR gibi nmr teknikleri ve EI-MS, GC-MS ve (+) FAB-MS gibi  kiitle
spektroskopisi yontemleriyle molekllerin yapilan ispatlanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Dogal bilesikler, Kromotografi, Spektroskopik yontemler, NMR,
EI-MS, GC-MS, (+) FAB-MS.



SUMMARY

Structure Elucidation of Isolated Natural Products From Wild Boar Radish
Cyclamen coum Miller

In this study 7 novel natural products were isolated first time from Cyclamen coum
Miller using various chromatographic techniques.

Four of these compounds were isolated from different plants and mentioned in the
literature. Three of these were isolated first time as novel natural products.

Structures of seven natural products were elucidated by spectroscopic methods
using 1H-nmr, APT, 2D-COSY, HETCOR and mass spectrometer, EI-MS, GC-MS and
(+) FAB-MS. '

Key Words: Natural products, Chromatography, Spectroscopic methods, NMR, EI-MS,
EI-MS, GC-MS, (+) FAB-MS
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1.GENEL BILGILER
1.1. Giris

Bu c¢aliymada, yersomunu Cyclamen coum Miller bitkisinden yedi adet dogal
bilesik izole edilip yapilani spektroskopik “olarak aydmnlatilmigtir. Yapilan literatiir
aragtirmast sonunda bu bitki iizerinde .dogal ‘bilesiklerin aydmnlatilmasi iizerine hig bir
¢aligmaya literatiirde rastlanmamugtrr.

Izole edilen dogal bilesikler sirasiyla literatiirde olup olmadig: aragtirilms olup, 1
nolu metilpalmitat bilesidi degisik bitkilerden palmitik asit olarak karigim halinde izole
edilip, gaz kromotografisi-kiitle spektroskopisi (GC-MS) yontemiyle metil esterlerine
donigtirilerek  bulundugu belirtilmigtir [1-6]. Yine literatirde palmitik asit saf olarak
izole edilip niukleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi yontemiyle asit olarak
aydnlatildig belirtilmistir [7].

Literatiir bilgileri dogrultusunda metilpalmitat diger organizmalardan izole edilmig
[1-7], fakat Cyclamen coum bitkisinden ilk defa bu ¢aligmada bulunmustur.

Izole edilen 2 nolu molekiil stigmasterol dogal bir bilesik olup, yapilan literatiir
aragtirmast sonucu ¢ok sayida degisik bitkilerden izole edildigi ve yapilarimin spektroskopik
olarak (NMR,ELIR gibi) aydinlatildig: belirtilmigtir [8-15]. Yapilan literatiir aragtirmasi
sonucu spektroskopik bilgilerin ¢ok uygun oldugu bulunmugtur [8-15]. Stigmasterol' Gn 2
degisik dogal bitkilerden GC-MS analizi sonucunda bulundugu belirtilmistir [16-19]. Bu
bilgiler %1 altinda stigmasterol bilinen dogal bir triterpen molekiilii olup ilk defa
Cyclamen coum bitkisinden bu galigmada izole edilip yapist aydinlatilmigtr.

Izolasyon sonucu yapist aydinlatilan 3 nolu molekiil poriferastol dogal bir bilesik
olup literatiirde bagka bitkilerden izole edildigi ve GC-MS ile aydnlatidif belirtilmigtir
[18]. 3 nolu molekiilde literatiirde bilinen fakat ilk defa Cyclamen coum bitkisinden
izole edilip yapisi aydinlatilan dogal bir bilegiktir.

4 nolu stigmast 3,5,22 trien molekiilii literatiirde stigmasterol' iin triagilgliserol
iginde sitilarak yiikseltgenmesi sonucu elde edildigini belirtmektedir [20]. Aym1 zamanda
bagka dogal bilesiklerden izole edilip yapisinin aydinlatildifi belirtilmigtir [21]. 4 nolu
molekiilde yine Cyclamen coum bitkisinden bu g¢aligmada izole edilip GC-MS
analizi sonucu yapisi bulunmugtur.



Izole edilen 5 nolu molekiil stigmast 3,5,7,22 tetraen olup, literatiirde 5 nolu
molekiillerin  izomeri olup, stigmast 1,3,5,22 tetraen ve 2,4,6,22 tetraen molekiilleri
sentez edilmigtir [22-23]. Yapilan aragtirma sonucu izole edildigi bulunmamigtir. Boylece
5 nolu molekiil dogal bir bilesik olup ilk defa bu ¢aligmada bulunmustur.

6 nolu molekiil hakkinda yapilan literatiir aragtirmasi sonucu C33H540¢ molekiil
formitli altinda, 3B-O-{B-D-glikopiranosil}-kolost-5,22-dien isimli hi¢ bir molekiile
rastlanmamigtir. Bu 6 nolu molekiil ilk defa bu g¢aliymada bulunmus yeni bir dogal
bilegiktir.

Izole edilen 7 nolu molekiil Co3H43NO1¢ kapali formiile sahip olup, bu formiile
sahip hi¢ bir molekil literatirde bulunmamigtir. 7 nolu molekiil 2-B-D-glukopranosil-2-
-undekil-3,5-dihidroksi-6-karboksi piperidin okarak adlandirilmustir. Bu bilesikte ilk defa bu
¢alismada bulunmug olup yeni bir dogal bilegiktir.

1.2. Silikajel Kromatografisi

Normal faz silikajel kolon kromatografisi dogal bilesiklerin izolasyonunda bol
miktarda kullanilmaktadir [1-19]. Normal faz preperatif ince tabaka kromatografisi (ptlc)
az ve ¢ok miktarda dogal bilesiklerin saflagtiriimasinda sikca kullamlmaktadir [1-19,24].

Ters faz silikajel kimyasal olarak gelistirilmis bir adsorbant olup gerek kolon
kromatografisi  ile ve gereksede ptlc yontemiyle dogal maddelerin en son
saflagtinimalarinda kullanilan tekniktir. Aym zamanda son yillarda ters-faz yiiksek basingh
sivt kromatografisi (HPLC) de dogal bilesiklerin saflagtiriimasinda kullanilan bir yontemdir
[24]. ~'

Basing kromatografisi preparatif  amagh hava-basingli sivi  kromatografisi
teknigidir. Genelde hizli bir ayrima yontemi olup, kangik numuneyi fraksiyonlandirmada
sikca kullanilan bir tekniktir [24].

Dogal bilesiklerin saflagtiriimasinda tabiki sadece tek bir kromatografik yontem
yoktur. Yukaridaki veya diger kromatografik teknikler ardarda olarak kullamlmaktadir.

1.3.Yap1 Aydmlatilmasinda Kimyasal Yontemler

Dogal bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmasinda ilk zamanlar kimyasal yontemler
kullanilmaktaydi. Kullanilan kimyasal yontemlerin giigligti yaninda olusabilecek yan
tiriinlerin  goklugu, kimyasal yontemlerle yapt aydinlatimasinin glicligiini  ortaya
koymaktadir.



Bugiiniin teknolojisinde, molekiillerin yap1 aydmlatiimalart spekiroskopik olarak
yapilmaktadir.

1.4. Yap: Aydinlatiimasinda Spektroskopik Yontemler

Bilindigi gibi molekiillerin yapiarinin aydinlatiimasinda, infraret (IR), Niikleer
manyetik rezonans (NMR), kiitle (EI-MS,GC-MS,FAB-MS), ultroviyolet (UV) gibi
spektroskopik teknikler kullanilmaktadir [25-32].

Bunlardan IR, molekiildeki fonksiyonel gruplar hakkinda; EI-MS, GC-MS, veya
FAB-MS molekiiliin molekiil iyonu ve fragmentasyonlan hakkinda, UV molekiildeki gifte
baglarin durumu hakkinda, nmr ise molekiiliin tamamen C-H iskeleti hakkinda bilgi veren
spektrokopi teknikleridir. Buginiin teknolojisinde dogal bilesiklerin  yapilarinin
aydinlatilmasinda yiiksek alan giddetli (500, 700 MHz) nmr aletleri kullanilmaktadir [25-
27].

NMR spektroskopisinin degisik teknikleri olup 1H-nmr'i molekiilin proton
yapisim, 13C-nmr'1 molekiildeki birim karbon sayisini, APT veya DEPT nmr't karbon
tirini, 2D-COSY komgu proton swrastmi, HETCOR  hangi protonun hangi karbon
tizerinde oldugunu, HMBC komgsu karbon atomlarini, NOESY protonlann stereokimyasi
gibi degisik teknikleridir. Kisacast molekiiliin resmini gizmek igin gerekecek tiim bilgileri
vermektedirler [24].



2. DENEYSEL CALISMALAR
2.1. Coziiciilerin Saflastirlmasi

Biitiin ¢oziciler kloroform, metanol, aseton, n-hekzan ve etilasetat kullanilmadan
once fraksiyonlu destilasyon sistemiyle saflagtirildi.

2.2. Instriimentasyon

Bruker AC 200L MHz (1H frekanst) (50.33 MHz 13C frekansi)) nmr aletinde
spektrumlar alinmugtir.

GC-MS, VP Zapspec GC-MS, 32 bitlik "Dec Vax Staion Data Processor" aletinde
alinmigtir.

2.3. Izolasyon

Yersomunu Cyclamen coum Miller bitkisi 07.03.1995 tarihinde Giresun Yaghdere
mevkiinden (rakim ~ 50) 114 adet (~1.5 kg kadar yas) topland:. Bitkinin govdesi gicek
kisimlarindan aynildiktan sonra daha iyi ekstrakte edilbilmesi igin bigakla 6-7 pargaya
béliindii.

Destile metanol ile (3 kez, 1.5 It herbiri, 24 saat) ekstrakte edildi. Ekstraklar
kangtinhip 35 OC de evaporatérde ¢oziicli gekildi. Geriye kalan sulu ekstrak (~ 400 ml)
ayrrma hunisinde kloroform ile (150 ml , 3 kez) eksrakte edildi. Kloroform ekstraklan
birlestirilip ¢ozticli evaporatorde gekildikten sonra numune (0.9 g) tlc 'de kontrol edilip
kolon kramotografisi igin ¢oziicii sistemi bulunmaya gahgiidi.

Kloroform ekstrakt CC koduyla kodlandi. Saf olmayan dogal ekstrakt kloroform
ile ¢oziildiikten sonra normal silikajel (Slikaje! 230-400 mesh, 40 g) ile basingh kolon (40
x1.5) kromatografisi yontemiyle saflagtirnimaya ¢aligildi.

Kolon ilk 6nce destile n-hekzan (80 ml) ve sirastyla n-hekzan-kloroform (3:1, 40
ml), n-hekzan-kloroform (2:3, 50 ml), n-hekzan-kloroform (1:4, 100 ml), kloroform (50
ml), kloroform-metanol (9:1, 100 ml), kloroform-metanol (4:1, 100 ml), klorofom-
metanol (3.5:1.5, 50 ml), kloroform-metanol (2:3, 100 ml), metanol (50 ml), Kloroform-



metanol-su (C/M/W) (2.0:2.6:0.4, 50 ml) ¢6ziict ve ¢oziicii kangimlariyla elue edilip 43
fraksiyon (~15-20 ml herbiri) toplandi. Fraksiyonlar ince tabaka kromatografisi (thin layer
chromatography, tlc) ile kontrol edildikten sonra asagidaki gibi 10 fraksiyon olarak
kangtirildi.

No Karnstirilan Fraksiyonlar Rf

Fraksiyon 1 (CC1) 1-7 (574 mg) R 0.95 (H/C,(3.5:1.5)
Fraksiyon 2 (CC2) 10 (19.2 mg) R#=0.60 (H/C,(3.5:1.5))
Fraksiyon 3 (CC3) 12-13 (40.1mg) R¢=0.30 (H/C.(3.5:1.5))
Fraksiyon 4 (CC4) 14-22  (69.2mg) R=0.90-0.70 (C/M,(4:1)) |
Fraksiyon 5 (CCS5) 23-28 (34.7 mg) Reg=0.70 (C/M,(4:1))
Fraksiyon 6 (CC6) 29-30 (97.2 mg) R¢=0.65 (CM,(4:1))
Fraksiyon 7 (CC7) 31-34 (84.1 mg) R¢=0.60-0.50 (C/M,(4:1))
Fraksiyon 8 (CCB8) 35-38 (17.2 mg) R¢=0.50-0.40 (C/M,(4:1))
Fraksiyon 9 (CC9) 39-40 (14.2 mg) R#=0.40-0.20 (C/M,(4:1))
Fraksiyon 10 (CC10) 41-43 (24.3 mg) Re=0.20 (C/M,(4:1))

Coziicii sistemi : hekzan-kloroform (H/C)
kloroform-metanol (C/M)

Yersomunu, Cyclamen coum Miller (114 adet.~1.5 kg yas)

1) metanol ile ekstraksiyon (4-5 It)
2) siizges kagidindan sizme
stiztintd

& 30-35 OC ¢oziiciiniin evaporatorde gekilmesi
sulu ekstrat (~ 0.400 It)
{

A klorofoiim ile ekstraksiyon (0.450 1t)
Sulu faz (0.400 It) Kloroform faz:

! 40 OC ¢oz. evop. gek. 30-35°C géz.eyop.gek.
Saf olmayan numune (~3.5 g),C Kangik numune (0.9 g).CC

Ekstraksiyon gsemast

Fraksiyon 1, CC1 (54.7 mg)' in normal ve ters faz silikajel analizleri sonucu, apolar
karektere sahip oldugu igin 1H-NMR spektrumu (ek sekil 1) almmugtir. § 0.8 ve 1.25



ppm piklerinin hariginde pik gozlenmedigi ig¢in doymus hidrokarbon olduguna karar
verilip, daha ileri analiz yapilmamustir.

Fraksiyon 2 ,CC2 (19.2 mg) 'nin tlc analizi (slikajel, 230-400 mesh) (H/C (3.5:1.5)
R 0.60) ve ters faz silika ((RP-Cg) (aseton, Rg=0.35)) sonucu saf oldugu tespit
edilmigtir. IH-NMR spektrumu (ek sekil 2) sonucu olefinik yapida kangik hidrokarbon
oldugu tespit edildi ve daha ileri analiz yapiimad.

Fraksiyon 3, CC3 (40.1 mg) "iin tlc analizi normal silikagel, (230-400 mesh) (H/C,
3.5:1.5, Rg= 0.30) ve ters faz silika (RP-Cg) (aseton,Rg= 0.92) sonucu saf oldugu
anlagilmig olup spektroskopik analizleri (!H-NMR, APT, EI-MS) yapilmstir. Analiz
sonucu metil palmitat,(CH3(CH»)14COOCH3) oldugu tespit edilmistir.

Fraksiyon 4, CC4 (49.2 mg) normal silikagel (230-400 mesh, 10 g) kolon (0.70x
70 cm) ile saflagtiilmaya galisildi. Kolon n-hekzan (50 ml) n-hekzan-kloroform (10:2, 30
ml), n-hekzan-kloroform, (10:4, 30 ml), n-hekzan-kloroform (10:5, 40 ml) ¢oziicii ve
¢oziicii kangimiyla elue edilip, 24 fraksiyon (~3-5 ml herbiri) toplandi. Tlc analizleri
sonucu 10-16 nolu fraksiyonlar karistirthp, CC42 (22 mg) koduyla kodlandi. Daha sonra
preperativ ince tabaka kramatografisi (Preparatif Thin Layer Chromatography, ptcl) (20x
20 c¢m, 0.20 mm, 2 plaka) ile saflagtirildi. PTLC' de 3 band UV altinda g6zlenmis olup iki
nolu band CC42B ile kodlanip, plakadan kazinip kloroform-metanol (5:1) ¢oziiciisiiyle
yikanip, ¢oziicii evaporatorde gekildikten sonra, numune metanol ¢oziiciciisiinde
kristalendirildi. Kristaller siziiliip (CC42B, 7.2 mg) tlc analizi normal silika (C/M, (3:0.2),
Re= 0.50) ve ters faz silika (RP-Cg, aseton ,Rg= 0.65) ile kontrol edildi. Numune saf
oldugu bulunduktan sonra spektroskopik analizleri (lH-NMR, APT, EI-MS, ve 2D-
COSY) sonucu stigmasterol oldugu ispatlanmig oldu. Fraksiyon 4, CC42' nin bir kisim
fraksiyonundan (7.1 mg) GC-MS analizi yapildi. Spektrumdaki fragmentasyonlardan 2, 3,
4 ve 5 nolu molekiillerin yapilar: 2 nolu molekiille kargilagtinlarak aydinlatilds.

Fraksiyon 6, CC6 (97.2 mg) ters faz silka (RP-Cig) kolon (20x0.5 cm) ile
saflagtirilmaya caligildi. Kolon kuru olarak hazirlandiktan sonra numune az miktar
¢oziiciide (A/W(1:2)) ¢oziiliip kolona ilave edildi. Kolon 6nce aseton-su (20:1, 20 ml) ve
aseton (30 ml) ile elue edilip 15 fraksiyon topland: (~1-5 ml, herbiri). Fraksiyonlarin ters
faz tlc (A/W, 3:0.2) analizleri sonucu dort grub olarak birlestirildi.

Fraksiyon 1-6 ~ CC61 (A/W; 3:0:2, Rg=0.80-0.70)
Fraksiyon 7-9  CC62 (A/W; 3:0:2, Rg=0.70-0.50)
Fraksiyon 10-12 CC63 (A/W; 3:0:2, Rf=0.50)
Fraksiyon 13-14 CC64 (A/W; 3:0:2, Rg=0.25)



CC61, CC62 kodlu numunelerde ters faz tlc analizleri sonucu kangim halinde
olduklar1 bulundu CC63 nolu numunenin ters faz tlc analizi saf oldugunu gosterdi ama
¢ok az miktarda oldugu bulundu (4-5 mg).

CC64 kodlu numune tekrar normal faz silika tic' de kontrol edildi ve ¢ok az
miktarda safsizlig1 oldugu bulundu. Daha sonra normal faz silika 60 (230-400 mesh 6 g) ile
kiigiik bir kolanda (20x0.5 cm) basingli kromatografi ile saflagtnimaya cahsildi. CC64
kodlu numune az miktarda kloroform (2 ml) ¢oziciisinde ¢oziliip, kuru olarak
hazirlanmig kolana ilave edildi. Kolon 6énce n-hekzan (20 ml) ¢éziiciisiiyle elue edildi.
Daha sonra kloroform-metanol (10:0.5; 10 ml), kloroform-metanol (10:1; 20 ml) ¢dziicii
ve ¢oziici kangimlanyla elue edilip 11 fraksiyon (~2-4 ml) herbiri) topland:.
Fraksiyonlarnin normal faz tic analizleri sonucu 4-8 nolu fraksiyonlar kangtinlip CC642
(12.2 mg) kodu ile kodland1. Tlc analizleri sonucu saf olduguna karar verilip daha sonra
spektrokopik analizleri ({H-NMR, APT, 2D-COSY ve EI-MS) alindi. Fakat spektrumlar
hentiz elimize gecmedi. :

Fraksiyon 8, CC8 (17.2 mg) Kloroform-metanol (2:1) ¢dziicii sisteminde
¢Ozilldiikten sonra aseton ile goktiirme yoluyla saflagtirildi. CC8 (10.2 mg) tlc analizleri
sonucu saf oldugu tespit edildi, (C/M, 4:1, Rg= 0.4) Daha sonra spektroskopik analizleri
(lH-NMR, APT, 2D-COSY, (+) FAB-MS) sonucu triterpen glikozid oldugu bulundu.

Fraksiyon 9, CC9 (14.2) kiigiik bir normal faz silikajel 60 (6g, 230-400 mesh)
kolon (22x0.5 cm) ile saflagtinimaya ¢aligildi. Numune kuru olarak hazirlanmig kolona
kloroform-metanol (1:1) ¢oziicti sistemiyle ¢6ziililp ilave edildikten sonra, kolon basing
kromatografisi yontemine gore énce n-hekzan (30 ml), kloroform (30 ml) ¢oziici ve
kloroform-metanol (10:1, 20 ml) , kloroform-metanol (10:2, 30 ml) ¢ozicii ve ¢oziici
sistemleriyle elue edilip 34 fraksiyon (~ 3-4 ml, herbiri) toplandi. Fraksiyonlarin normal
faz tlc analizleri sonucu 25-28 nolu fraksiyonlar kangtirildi ve CC92 (7.2 mg) koduyla
kodlandi, (kloroform-metanol, 5:0.5, Rg= 0.35). Numunenin tlc analizleri sonucu saf
oldugu tespit edilip, spektroskopik analizleri ({H-NMR, APT, 2D-COSY ve (+) FAB-MS)
alindi. Spektroskopik analizlerinin sonucu glukoz ihtiva eden kompleks bir molekiil
oldugu ispatlandi.

CC3 1: Yan siv1 yant katt bir maddedir. NMR (CDCl3) bilgileri tablo 1'de
goriilmektedir. Spektrumlar ek sekil 3-5'da gorilmektedir. EI-MS m/z (%) 270 [M]*
(34), 239 [M-OCH3]*(14) , 227 [M-(CHp),CH3]*+ (20), 199 [M~(CHp)4CH;I* (9), 185
[M~(CH)sCH3 ] (13), spektrum, ek sekil 6'de gorilmektedir. EI-MS spektrumundan
fragmantasyon degerleri tablo 2'de gésterilmigtir.

CC42B 2:Yan sv1 yan1 kati bir maddedir. NMR (CDCl3) bilgileri, tablo 3'de
gorilmektedir. 2 nolu maddenin 'H-NMR, APT ve 2D-COSY spektrumlari ek sekil 8-



11'de goriilmektedir. EI-MS m/z (%) 412 [M]* (21), 394 [M-H,OT™ (100), 255[M-139-
H,0T" (38), EI-MS spektrumundan fragmentasyon degerleri tablo 4'de gosterilmistir.
spektrum, ek gekil 12'de goriilmektedir.

CC42B 2. GC-MS spektrumundan  frakmantasyon degerleri tablo 5'de
gosterilmigtir. GC-MS alikonma zamam (r.t.) 50.94 dir. GC-MS m/z (%) 412 [M]™ (24),
394 [M-H,0T" (9), spektrum ek sekil 13,14'de goriilmektedir.

CC42B 3. Madde kanigim halinde oldugu igin e.n. tayin edilememigtir. GC-MS
spektrumundan  frakmantasyon degerleri tablo 6'de gosterilmisti. GC-MS alikonma
zamam (r.t.) 51.571'dir ve molekiiler iyon ve frakmantasyonlardan 2 nolu molekiiliin
izomeri oldugu bulunmustur. GC-MS  m/z (%) 412 [M]™ (12), 394 [M-H,0]* (8), 271
(85), 255 (33), spektrum ek gekil 13, 15'de gorilmektedir.

CC42B 4 : Madde karigim halinde oldugu igin e.n. tayin edilememistir. GC-MS
spektrumundan fragmantasyon degerleri tablo 7'de gosterilmistir. GC-MS alikonma
zaman (r.t.) 47.794dir. GC-MS m/z (%) 392 [M]T (28), 253 (10), 207 (14), spektrum
ek sekil 13, 16'da goriillmektedir.

CC42B 5. Madde kangim halinde oldufu ig¢in  e.n. tayin edilememistir.
Fragmantasyon degeri tablo 8'da gosterilmistir. GC-MS alikonma zamami (r.t.) 48.087'
dir. GC-MS m/z (%) 394 [M]™ (37), 379 [M-CH3]* (8), 255 (41), spektrum ek sekil
13,17'de goriilmektedir.

CC8 6: NMR (C5DsN) bilgileri tablo 9 ve 10'da gorilmektedir. Spektrumlar ek
sekil 18-23'de gorilmektedir. (+) FAB-MS (mnba) m/z (%) 570 [M-(Na+H)]* (100), 552
[M-(Na+H+H0)]* (78), 534 [M-(Na+H+2H,0 )I™ (18) spektrum ek gekil 24'de
goriilmektedir.

CC8 7: Yan sivi yart kati bir numunedir. NMR (CsDsN) bilgileri, tablo 11'de
gorulmektedir. Spektrumlar ek sekil 25-29'de gorilmektedir. (+) FAB-MS (mnba) m/z
(%) 493 [M]" (5), 409 [M-85+H]* (37) , 295 [M-179-HoO+H]™ (100), spektrum ek
sekil 30'da goriilmektedir.



3. BULGULAR

Bu c¢aliymada, yersomunu Cyclamen coum bitkisinde yedi adet dogal
bilestk deneysel bolimde bahsedildigi gibi saf olarak izole edilmistir.  Saf olarak izole
edilen molekiillerin spektroskopik olarak yapilarinin aydimnlatiimasi amaciyla alnan 1H-
nmr APT, 2D-COSY, (+) FAB-MS, EI-MS ve GC-MS gibi spektrumlarinin [20-32]
alinmasindan sonra yorumlan yapilarak. asagidaki yedi adet dogal bilesik bulunmustur.
Bu bilesiklerden asagida formiilleri yazili 1, 2, 3 ve 4 nolu bilesikler daha 6nce bagka
tir bitkilerden izole edilerek literatiirde belirtilmiglerdir[1-23]. Fakat bu Cyclamen coum

bitkisinden ilk defa izole edilip yapilar: spektroskopik olarak aydinlatimigtir. Diger
5, 6 ve 7 nolu  bilesiklerde ilk defa dogal bilesikler olarak bu ¢alismada bulunmustur.
Asafida izole edilip yapilari spektroskopik olarak aydinlatilan yedi dogal molekiiliin
yapilari gésterilmektedir.

16 2 I» 10 % € % ¥ 10CH
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4. TARTISMA
4.1. CC3 Molekiiliiniin Spektroskopik Olarak Aydinlatiimas: 1

Basit organik molekiillerin yaninda bugiin ¢ok kompleks molekiillerde giiglii
Niikleer Manyetik Resonans (NMR) aletinin bir boyutlu  (1D) ve iki boyutlu (2D)
deneyleri sayesinde yapilanim aydinlatmak mumkiindir. Molekiiler agirhigimda  kiitle
spektroskopisinin ¢egiti EI-MS, GC-MS ve (+) FAB-MS gibi teknileri ve bunun
yamndada cesitli fragmentasyonlart yardimiyla tesbit etmek miimkiindiir [28-33].

Bugiin yiizlerce bilim adami kimyasal yontemleri kullanmadan  spektroskopik
yontemlerle  Ozellikle nmr aleti sayesinde molekiillerin  yapilanim ¢ok rahatlikla
aydinlatmaktadirlar [31-33].

Iste bu spektroskopi tekniklerini kullanarak saf halde izole ettigimiz molekiillerin
yapilarini spektroskopik olarak aydmnlatik. CC3' iin IH-nmr spektrumundaki ek sekil 3
de asaf1 alanda § 3.60 ppm'de 3H 'na karsilik gelen ve singlet seklinde pik vermistir.
Buda -OCHj3 i¢in karakteristik bir piktir. Daha yukan alanda 8 2.32 ppm de 2H na
kargiik gelen ve triplet seklinde yarilma gosteren pik karbonil —a-protonlart igin gok
karakteristiktir. Boylece molekiilin fonksiyonel grubu olarak metoksi karbonil grubu
ispatlanmus oldu. 1H-NMR spektrumunda diger pikler & 1.60 (2H), 8 1.25 (24H) ve &
0.82 (3H) ppm'de goriilmektedir. Bu bolge sp3 hibridize karbon atomu tizerinde bulunan
protonlar i¢in karaktenstiktir [1-6]. Béylece molekiiliin diger kismimin diiz zincirli alkil
grubu oldugu ispatlanmiy olur. Bu iki parga birlestirildifinden molekiilin  bir
metilpalmitat molekiilii oldugu bulunur [1-6].

Molekiiliin daha ileri seviyede ispati, molekiilde mevcut bulunan karbon tiiriini
gosteren proton eglesmis teknik (attached profeno test,APT) sayesinde hangi tiirde ve
kag birim sayida karbon oldugunu soyleyen APT spektrumu (ek sekil 4-5) anmstir. APT
spektrumu en asagi alanda & 174.5 ppm karbonil piki gozlenmisti. Buda ester
karbonil grubu igin karakteristiktir. Daha yukarni alanda d 51.5 ppm de APT
spektrumunda asa@ dogru pozisyonda -CHj piki olup, o kadar agag alanda olmasmnin
nedeni elektronegatif oksijen atomuna substutie olmasidir. Buda -OCHj3 varhgimn
ispatidir. APT spektrumunda en yukari alanda metil piki olarak tetrametilsilan (TMS)
piki (5 0.0 ppm) hari¢ & 14.0 ppm asag: pozisyonda -CH3 piki gozlenmigtir ki, buda en
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ug pozisyonda bulunan metil grubudur. Diger biitiin 13C pikleri APT spektrumunda
yukartya dogru yani -(CH»)- guruplan olup § 22.5-34.1 ppm arasinda bulunmustur (ek
sekil 4-5). APT spektrumundan elde edilen 13C kimyasal kayma degerlerininde
molekiiliin  diiz zincirli bir ester molekiilii oldugunu ispatlamstir [1-6]. 13C ve IH-NMR
kimyasal kayma degerleri tablo 1'de teorik olarak hesaplanmug [46] 13C degerleriyle
birlikte gosterilmigtir.  Daha sonra alinan kiitle spektroskopisi EI-MS m/z (ek sekil 6)
yontemine gore molekiler iyon [M]*T 270 m/z olarak bulunmugtur. Buda molekiiliin
C17H3407 kapal formiiliine karsihk gelip, gesitli fragmentasyonlar sonucu 239 [M-
OCH3l*, 227 [M-(CH»)>CH3]t, 199 [M-(CHp)4CH3]* gibi fragmentasyonlar,
molekilin 1H-nmr ve APT spektrumunda ortaya ¢ikan  formiilinin birkez daha
hekzadekanoik asit metil estert 1 (metil palmitat) oldugu ispatlanmigtir [1-6]. EI-MS
spektrumundan fragmentasyon degerleri tablo 2'de gésterilmigtir.
Boylce CC3 kodlu numune spektroskopik olarak Cyclamen coum
bitkisinden izole edilmis 1 nolu dogal bilegiktir.

0]
15 13 11 9 7 3

16 2 12 0 % ¥ ¥ Y 10CH
1
Tablo 1 : Metil Palmitat' m 1H ve 13C-nmr Degerleri (CDCl3, §, ppm).

No 13¢ (3, ppm) 13¢C (5, ppm) 1H(5 ppm)
Deneysel | APT | Teo. Hesap. A

1 174.5 -C- 175.0 +0.5

2 34.1 -CH»- | 325 -1.3 2.32 (2H,t,J=7.0Hz

3 29.7 -CH»- | 29.6 -0.1 1.6 (2H, m)

4 290 -CH»- | 292 +0.2 [ 1.25

5 290 -CH»- | 29.7 +0.7

6 29.0 -CH»- | 29.7 +0.7

7 29.0 -CH»- [29.7 +0.7

8 29.0 -CH»- | 29.7 +0.7

9 29.0 -CH»- | 29.7 +0.7 { 1.25 24H m)

10 29.0 -CH»- | 29.7 +0.7

11 29.0 -CH»- | 29.7 +0.7

12 29.0 ~-CH»- | 29.7 +0.7

13 29.0 -CH»- | 29.7 +0.7

14 23.7 -CHnr- | 222 -15

15 22.5 -CH»- | 22.8 +0.3 | 1.25

16 14.0 -CHz- | 13,7 -0.3 |0.82 BH,})

-OCH; | 515 -CHz 3.60 (3H.,s)
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Teorik olarak hesaplanmg 13C kimyasal kayma degerleri [46].
Tablo 2 : Metil palmitat'in EI-MS Fragmentasyonu (m/z) % degerleri.

(m/z) %
270 (35) | M]T

239 (14) | [M-OCHz]"

227 _(20) | [M-(CHp)yCH3]"
199 (8) [M-(CH»)4CH31*"
185 (13) | [M-(CH5)sCH3]T
171 (23) | [M~(CHp)sCH3]"
157 (9) [M-(CH»)7CH3]*
143 _(39) | [M-(CHp)gCH3]"
129 (21) | [M-(CH»)oCH3]"
115 (14) | [M-(CHp)10CH3]"
101 (23) | [M-(CH»);1CH3]"
87 (86) | [M-(CHp)1oCH3]"
73 (44) | [M~(CHp)j3CH3]"
59 (53) |[M~(CHp)14CH3]"

4.2, CC42B Molekiiliiniin Spektroskopik Olarak Aydmlatilmas: 2

CC42B kodlu numune 'H-nmr (200 MHz) (ek sekil 7-8) spektrumu tipik bir
triterpen olduguhu gostermektedir [8-10]. Cilinki en agag: alanda 6 5.4 ppm 1H dublet ve
8 5.1 ppm 2H AB kuarterner seklinde olefenik protonlan gostermektedir. Buna gore
molekiilde iki adet olefenik ¢ifte bag vardir. Daha yukan alanda & 3.54 ppm'de 1H,
multiple pik H3 nolu proton i¢in karakteristiktir [8-15].

Molekiildeki birim karbon sayisim ve tiiriini tespit etmek amaciyla CC42B kodlu
numunenin APT spektrumu (ek sekil 9-10) (50 MHz) alindi. APT spektrumunda farklh
kimyasal kayma degerlerine sahip 28 adet pik bulundu. Fakat yukari alanda & 31.9 ppm
deki yiiksekligi digerlerine nazaran daha yiksek oldugu igin litaratiirlerle kargilagtirma
yapildiginda toplam 13C pik sayisimin 29 oldugu bulundu (8-15). APT spektrumunda
kuaterneri ve -CHp- 13C pikleri yukan -CH- ve -CHj3 pikleride agag1 dogru ¢izilmistir.
Kimyasal kayma degerlerinden -C- ve -CHj3- veya -CH- ve -CH3 pikleri ayirt edilebilir.
APT spektrumunda en agag: alanda & 140.8 ppm' de kuaterneri ve 3 138.3, 129.3 ve
121.7 ppm'de -CH- pikleri vardir. Buna goére bu bolge olefenik karbonlar igin
karakteristik olduguna gore ¢ifte baglardan biri kuaterneri karbon atomunu ihtiva
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etmektedir. Literattr degerleri ile kargilastinldiginda [8-15, 24-26] & 1408 ppm ( C )
ve & 121.72 ppm (-CH-) olefenik karbonlarin triterpen halkasindaki A> pozisyonuna
¢ok uygun oldugu bulundu. Diger olefenik karbonlar & 138.3 ve 129.3 ppm -CH-
piklerininde triterpen molekiiliiniin yan zincirindeki A22 pozisyonuna ¢ok uygun oldugu
yapilan litaratlir aragtirmalan sonugunda bulunmugtur [8-15]. & 71.8 ppm deki 13¢ piki
C3 nolu karbonun kimyasal kayma degeri igin karakteristiktir. Ciinki elektronegatif -OH
grubu ihtiva etmektedir. ,

Molekiliin diger 13C kimyasal kayma degerleri htaraturde bilinen degerlerle
kargilagtirma yapilarak tayin edildi [10-15].

IH-nmr kimyasal kayma degerleri ve komsu protonlarmn tayini 2D-COSY
spektrumunun (ek gekil 11) analizi sonugu yapildi. Tablo 3'de 13C ve 1H-nmr kimyasal
kayma degerlerini géstermektedir.

Tablo 3: CC42B' nin !H ve 13C-nmr Kimyasal Kayma Degerleri (CDCl3, § ,ppm)

No |13C(8,ppm) | APT | Proton | 1H (5 .ppm)
1 37.3 CH»

2 28.9 CH» |H» 2.3

3 | 718 CH |H: |352
4 42.3 CH» |Hy 2.3

5 140 C

6 |1217 CH |He 541
7 319 CH, |H7 |20

8 51.3 CH

9 50.2 CH

10 |39.7 C

11| 244 CH,

12 129.7 CH»

13 |39.7 C

14 | 56.7 CH

15 25.5 CH,

16 |]29.7 CH»

17 |56.0 CH

18 |12.1 CHz

19 12.2 CHz

20 ]40.5 CH H»rq 2.1
21 |21.2 CHj H»1 1.1
22 | 1393 CH |Hyy, |5.1ABk
23 1293 CH H»>3 5.1 ABk
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24 | 40.5 CH Hr4a 2.1
25 1319 CH |Hys |22
26 [194 CH;3
27 [19.0 CH;
28 29.7 CH»
29 12.0 CHj

CC42B molekiiliiniin EI-MS m/z spektrumu (ek sekil 12) alind1. Cok bariz gekilde
CooHyg0 genel formiliine sahip molekiiler iyon 412 (19) [M]* ve bir mol HyO
kaybetmis 394 (100), [M-H,O]" pikleri goriildis. CC42B' nin diger EI-MS fragmentasyon
piklerinin gemasi tablo 4'de gorulmektedir. CC42B (7.1 mg) kodlu numunenin GC-MS
spektrumu (ek sekil 13, 14) alindi GC-MS' de alikonma zamani (r.t.) 50.984 olan pik %
100' litk pik olup MS molekiiler iyon piki 412 [M]* olarak bulundu [16-19]. Buda nmr
ve EI-MS sonuglarm birkez daha dogrulamaktadir. GC-MS spektrumunun r.t. 50.984
olan piki fragmentasyon tablosu tablo 4'de goriilmektedir.

Tablo 4: 2 Nolu Molekiilin EI-MS Ffagmentasyon Piklerinin Tablosu.

m/z._ (%)

412 (22) | M]T

397 (20) | [M-CH;]"
394 (100) | [M-H,O1"
351 (13) | [M-H»0-43]"
300 (10) | [M-112]F

271 (16) | [M-141]"
255 (38) | [M-H»0-139]"

m/z_(%)

412 (25) | M]T

397 (5) [M-CHz]"

394 (9) [M-H,OT"

379 (7) [M-H»,0-CH3|*
351 (13) | [M-H,0-431"
300 (15) | [M-112]F

271 (24) | [M-1411*

255 (33) | [M-H»0-139]*

Tablo 5: 2 Nolu Molekiiliin GC-MS r.t. 50.98 Olan Pikin Fragmentasyon Degerleri.

lH-, APT, 2D-COSY nmr ve EI-MS spektrum analiz sonuglan ve de litaratiir
degerleriyle [8-19] kargilagtirma sonugu CC42B  kodlu numunenin stigmast A3.22 dien
3-B-ol, 2 oldugu ispat edilmistir.
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HO

Stigmast A>-22 dien 3-B-ol, 2
4.3. 3 Nolu Molekiiliin Yapisinin GC-MS Spektrumuyla Aydinlatidmasi

CC42B kodlu numune apolar karakterde molekiil ihtiva ettifinden igerisinde
- bulunabilecek diger homolog molekiillerin aragtiilmasi igin GC-MS spektrumu alinmugtur,
Izole edilmis dogal bir bilesigin igerisinde bulunabilecek safsizliklar % 10'dan az ise nmr
spektrumlarinda  safsizlik piklerini diisiik alan giddetine sahip nmr aletlerinde gbrmek
miimkiin degildir. Iste CC42B kodlu numunenin nmr spektrumlarinda % 90 oraninda
olan 2 nolu numune gayet temiz spektrumlar vererek analizi yapildi. Fakat GC-MS
spektrumu numunede bulunabilecek % 1 lik safsizlik pikini dahi vermektedir. Iste bu
fikir dogrultusunda GC-MS spektrumu [16-19] (ek sekil 13-15) alinmig, CC42B kodlu
numunede alikonma zamani (r.t.) 51.571 olan pik molekiiler iyon piki olarak 412 [M]*
vermigtir [18]. Buda nmr ve EI-MS spektroskopik tekniklerle ispatlanan 2 nolu
molekiilin diger bir izomeri oldugu, hemde fragmantasyon piklerinden ispatlanmugtir.
Alikonma zamam 51.571 olan pikin GC-MS fragmentasyon tablosu tablo 6'da
gorilmektedir. ' '
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Tablo 6: 3 Nolu Molekiiliin GC-MS r.t. 51.57101an Pikin Fragmentasyon Degerleri.

112 —

m/z (%)
412 (12) | [M]T

397 (5) | [M-CH3]*

394 (3) | [M-H,O]T |
369 (5) | [M-43]"

351 (4) | [M-H,0-43]"
300 (9) | [M-112]"

271 (82) | [M-1411"

255 (35) | [M- Hy0-139]"

Alikonma zamani 51.571 olan pikin relatif yitksekligi % 12 dir.

Yukandaki bilgiler i1ginda 3 nolu molekiil 2 nolu molekiiliin izomeri olup
yapian litaratiir aragtirmasi sonucu Cpgq nolu pozisyonda substutiiye etil grubunun
konfigirasyonunun farkliligindan ileri gelmektedir. 2 nolu bilesikteki Co4 nolu sterokimya
R konfigiirasyonunda oldugu ve diger 3 nolu molekiilde de Cp4 nolu karbon S
konfigiirasyonunda oldugu literatiir bilgileriyle kargilaghrma sonucu karara varilmigtir
[18].

Bu bilgiler igiginda 3 nolu molekiiliin formiilii agagidaki gibi olup poriferast A5,22
dien 3-B- ol olduguna karar verildi. '
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HO
Poriferast A5-22 dien 3-B- o, 3

4.4. 4 Nolu Molekiiliin Yapisinin GC-MS Spektrumuyla Aydinlatilmasi

CC42B kodlu numunenin alinan GS-MS spektrumunda (ek gekil 13,16) ahikonma
zamam (r.t.) 48.087 olup pikin relatif yiiksekligi % 9 dur. GS-MS spektrumunda bu
alikonma zamanina sahip pikin molekiiler iyon piki 394 [M]™ olarak bulundu. 2 ve 3 nolu
molekiilden farklan sadece HoO molekiiliiniin ¢tkarilmig olmasidir. Bilindigi gibi triterpen
dogal bilesikleri bes karbonlu olefinik isopiren molekiillerden biyosentez edildikleri
bilinmektedir [34]. Buna gore biyolojik olarak 4 nolu molekilin C3 ve Cyg nolu
pozisyonunda, 2 ve 3 nolu molekiilde olan C3 nolu karbondaki -OH grubunun bir
dehidrasyonu ki, sonunda A3:3 konjuge dien olusumu s6z konusudur. Buda gayet dogal
olmasi beklenen bir adimdir. Fakat gercekte triterpen molekiilii biyolojik mekanizmasi
agisindan olefinik molekul olarak sentezlenir [34]. Daha sonra C3 ve C4 nolu
pozisyonundaki olefinik gifte bagin biyolojik hidroskilasyonu sonucu 2 ve 3 nolu molekiil
gibi molekiiller dogal olarak sentez edilmig olur. Iste 4 nolu molekiilde 2 ve 3 nolu
molekiillerin dogal olarak sentez edilmelerinden &nce olusmus dogal bir bilegiktir [21].

4 nolu bilesigin GC-MS fragmentasyonlar1 2 ve 3 nolu bilesiklerin GC-MS
fragmentasyonlarina ¢ok benzerlik gostermektedir. Buna gére 4 nolu molekiilin GC-MS
fragmentasyon tablosu tablo 7'de gosterilmektedir.
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Tablo 7: 4 Nolu Molekuliin GC-MS Spektrumunun Fragmentasyonlari.

139 112
43

98

X

m/z % '

394 (38) [ M]*™

379 (5) [M-CH,T*
351 (7) [M-431"

296 (2) [M-981"

282 (5) M-112]*

267 (3) [M-CHz-112]"
255 (40) [M-1397*

4 nolu molekiilde isaret edilen ti¢tingii olefinik bag C3-C4 arasinda olacak gekilde
belirtilmistir. Bu ¢ifte bagin bagka bir pozisyonda olabilecegi ihtimali ortaya atilabilir.
Ornegin yan kenar zincirde. Fakat Gigiingii ¢ifte bagin yan zincirde olmayiginmn en énemli
sonucu GC-MS deki en yitksek piklerden biri olan 255 [M-139]" piki gostermektedir.
139 rakamu triterpen halkasindaki yan zincirin molekiiler agirhiginin tamamidir. Béylece 4
nolu molekiiliin 2 ve 3 nolu molekiilden 18 birim agirhk farki olmasi nedeniyle tgiingii
¢ifte bagin C3 ve C4 nolu karbon atomlan arasina yazilmig olmasi ispatlanmaktadir.

Yukandaki bilgiler 111 altinda ve literatiir degerleriyle [20-21] karsilastirma
sonucu 4 nolu molekiiliin, Co4 nolu pozisyondaki etil grupunun sterokimyasi stigmasterol
deki gibi dustintlmektedir. Cinki bu bitkiden izole edilen fraksiyonun igindeki
stigmasterol'in miktar1 daha fazladir. Boylece 4 nolu molekil stigmast A3,922 trien
olarak bulunmustur.
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X
Stigmast A3,5,22 trien, 4

4.5. 5 Nolu Molekiiliin Yapisinin GC-MS Spektrumuyla Aydinlatiimas

CC42B kodlu numunenin alinan GC-MS spektrumunda (ek gekil 13,17) alikonma
zaman (1.t) 47.794 olan pikin relatif yiksekligi %3 olarak bulunmustur. Bu pikin GC-MS
spekrumunda molekiiler iyon piki 392 [M]" olarak bulundu. Buda 4 nolu molekiil ile
aralarinda 2 birim fark oldugunu gostermistir. Burada 5 nolu molekiilde 4'incii gifte bagin
olabilecegini ortaya koymaktadir. Gergekten dordiincii gifte bag yazildiginda CogHgg
formiiliine sahip molekiiliin molekiiler iyonu 392 [M]™ dir.

Yapilan literatiir arastirmas: sonucunda [1-19, 31] dogal bilesik olan triterpen
halkasinda gifte baglarin halka igerisindeki pozisyonlan Cs, ¢, 7, 8, 9 aralarinda oldugu
bulunmustur [22-23]. 4 nolu molekiilde triterpen halkasindaki ¢ifte baglarin pozisyonlant A
3 ve AS arasinda oldugu igin Gigiincii olma ihtimali enerji bariyerinden dolay1 ¢ok daha
fazladir. Cunki konjuge sistemler, konjuge olmayan sistemlere gore daha kararlidir [40].
Buda daha diigiik enerji seviyesinde oldugunu gosterir. Zaten bu bilesikler dogal bilesikler
oldugundan en dugiik enerji seviyelerinde olmast gereken durumdadirlar. Bu bilgiler 15151
altinda ve GC-MS deki fragmantasyonlarindan triterpen halkasindaki iigiincii gifte bagin
C~,8 pozisyonunda igaretlenmigtir.

5 nolu molekiiliin GC-MS fragmentasyon tablosu tablo 8'de gosterilmektedir.



Tablo 8: § Nolu Molekiiliin GC-MS Fragmentasyon Degerleri.

139
N

mz % . |

392 (25) M1+
253 (10) [M-1391"
211 (3) [M-1817"

Molekiler iyon 392 [M]T ve yan zncirin koparddigi 253 [M-139]F
fragmentasyonundan anlagildig gibi molekiiliin triterpen halkasinda g tane olefinik bag
oldugu ispatlanmis olur. Bu bilgiler 15181 altinda 5 nolu molekiil 4 nolu molekiille benzerlik
gostermesi sonucu  stigmast A3,5,7,22 tetraen olarak bulunmustur.

A

Stigmast A3,3,7,22 tetraen, 5

4.6. CC8 Saponin Molekiiliin Yapisinin Spektroskopik Aydmlatimas: 6

Triterpen halkasinda gekerlerin (mono, di, tri, tetra,...) glikozidik baglanmasi
sonucu olugan molekiillere saponin denir. Dogal bilegikler igerisinde ¢ok sayida ve degisik
yapili saponin molekiilleri literatiirde vardir [36].



23

CC8 kodlu numunenin alinan 1H-nmr (200 MHZ) spektrumu sonucu bir saponin
molekiili oldugu anlagimistir [32]. 1H-nmr spekturumunda (ek sekil 18-19) § 5.0-5.4
ppm olefinik protonlar. § 3.5-5.0 ppm de molekiiliin glukan kismma (seker) ait
protanlarin ve & 2.5-0.8 ppm arahiginda molekiliin aglukan (triterpen) kismma ait
protanlar gozlenmistir. 1H-nmr spektrumunda & 5.10 ppm'de doublet seklinde pik
gozlenmistir ki etkilesme sabiti J=7Hz dir. Buda pB-anomerik proton igin ¢ok
karakteristiktir [32,37-40]. ‘

Spektroskopik olarak yapilan ikinci adim molekiildeki karbon sayisim ve tiirtinii
tesbit etmek amaciyla APT spektrumu alinmigtir. APT spektrumundaki (ek gekil 20-21) &
12.2- 140.9 ppm araliginda 33 adet 13C piki gézlenmistir. Bunlardan 3 tanesi kuaterneri,
15 tanesi CH, 10 tanesi CH» ve 5 taneside CH3 gruplan oldugu tesbit edilmigtir [37-40].

APT spektrumunun § 102.63 ppm' deki 13C piki glukan molekiilinin anomerik
karbom atomu igin ¢ok karakteristiktir. Saponin molekiillerinde glukan anomerik karbon
atomlar B glukozidik olduu zaman & 100-105 ppm arsinda co-~glikozidik baglandiklar
zamanda & 90-95 ppm arasinda olduklan litaratiirde belirtilmigtir [37-40]. Boylece APT
spektrumunda gozlenen & 102.63 ppm 13C piki. B-glikozidik bagh bir seker molekiiliinii
anomerik 13C piki oldugu tespit edildi. Glukan molekiilindeki diger 4 adet CH 13C
pikleri & 75.40-78.67 arasindadir. & 71.70ppm  deki 13C piki glukan molekiliiniin
aglukan molekiliine bagh oldugu 3 nolu C'nun 13C piki oldugu literatiir bilgileriyle
kargilagtirma sonugu bulunmustur [37-40]. APT spektrumunda & 62.91 ppm'de yukan
pozisyonda duran ve kendisinin bir CHp 13C piki oldugunu sdyleyen pik ve diger
anomerik karbon ve molekilldeki CH-O piklerinin literatiir, monosakkarid seker
molekiillerinin 13C pikieri ile karsilagtinlmasi sonugu bir B-glukoz molekiilii oldugu tesbit
edilmigtir. O halde saponin molekulinin glukan kismuni olusturan pargasinin  bir
monosakkarid olup onunda B-glikoz oldugu isbat edilmis olur [36-40].

CC8 kodlu molekiilin 1H kimyasal kayma degerleri 2D-COSY spektrumudan (ek
sekil 22) yapilmigtir. COSY spektrumu dogrulama spektrumu olup, molekiildeki hangi
protonun hangi protana komsu oldugunu bulmaya yarayan bir spektroskopi teknigidir.
Bilinen 1H kimyasal kayma degerlerinden baglayarak diger komsu protonlar tayin edilir.
CC8 numunesinin COSY analizi sonucu protonlarin hangi protona komsu oldugu
bulunmugtur.

2D-COSY spektrumundan 1H kimyasal kayma degerleri bulunduktan sonra bu
protonlarin hangt C atomu izerinde olduunu gostermek amactyla 2D-HETCOR
(Heteroniikleer H-C dogrulama) spektrumu alinmigtir. 2D-HETCOR spektumu (ek sekil
23) nmr aletinin guciiniin dugik olmasi ve de numunenin yeterli olmayigindan iyi
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almamamustir. Bunun igin alan sittedi daha yiiksek olan nmr aletleri denenmelidir (500
veya 700 MHz).

Saponin molekiliinin aglukan kissu APT  spektrumumdan elde edilen 13C
kimyasal kayma degerlerinin (& 12.20-71.77 ppm, olefinik karbonlar harig) literatiir ve
daha once izole edip yapisiu aydinlatifimiz iki nolu molekiiliin (stigmasterol) 13C
kimyasal kayma degerleriyle benzerlik gosterdigi tesbit edilmistir. Yanliz stigmasterol de
karbon sayist 29 adet olup, bu molekiiliin APT spektrununda aglukan kismina ait 27 adet
pik bulunmustur. Bu da Co4 pozisyonunda subtitiye etil grubunun olmayacagi seklinde
fikir ortaya koymustur. Her iki molekiilin APT spektrumlarinin ve literatiir bilgilerinin
kargilagtirilmast [36-40] sonucu 2 nolu molekiilin APT spektrumunda Cp4 atomunun CH
13C piki olarak isaretlenen -5 -40.47 ppm' pikinin €C8 kodlu numunenin APT
spektrumunda olmadig1 gozlenmigtir. Bunun yaninda CC8 nolu numunenin  APT
spektrumunda CH pikine kargihk gelen & 36.99 ppm'de ekstra CH» piki gozlenmigtir.
Goruldigi gibi  alifatik CH piki & 40.47 ppm' de gozlenirken yine alifatik CHy piki
0 36.99 ppm gozlenmis olmas: literatiir bilgileriyle  ¢ok iyi derecede uyum igersindedir
[24-26]. Bu bigiler is1finda  bu saponin molekiiliiniin triterpen iskeletinin  kolestan
yapisinda olup Cs.g ve C12.73 nolu karbon atomlarinda iki adet gifte bag icermektedir.
CC8 kodlu molekilin bu bilgiler 15151 altinda glukan kisminmn 13C ve 1H-nmr kimyasal
kayma degerleri tablo 9'da verilmistir. CC8 kodlu numunenin aglukan kismimn 13C
nmr kimyasal kayma degeri tablo 10'da. goriilmektedir.

Tablo 9: CC8 Kodlu Molekiiliin Glukan Kismmnmn 13C ve 1H-nmr Kimyasal Kayma

Degerleri (C5DsN 8,ppm).
No [ 13C 6,ppm) | APT | Proton | IH (5,ppm)
1' | 102.63 CH |H, 5.10 ppm d, J=7 Hz
2 | 78.14 CH |H» 4.16 ppm
3' | 78.55 CH |Hj 4.45 ppm
4 | 75.40 CH |Hy 3.98 ppm
5" | 78.67 CH |[Hg 4.05 ppm
6 |62.91 CH, |Hg4 4.45 -4.60 ppm

CC8 nolu saponin molekiliniin (+) FAB-MS spektrumu (ek sekil 24) alinmig olup
% 100 oraninda 570 (100) [M+Na+H]" piki gozlenmigtir. Aym1 zamanda 552 (81) [M-
HpO+Na+H]™ ve 534 (20) [M-2H,0+Na+H]" pikleri sayesinde molekiilin C33Hs40¢
genel fomiline uyan bir molekil oldugu bir kez (+) FAB-MS spektrumuylada
ispatlanmigtir, '
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Tablo 10: CC8 Nolu Molekiiliin Aglukan Kisminmn 13C- nmr Kimyasal Kayma Degerleri

(CsDsN 8,ppm).

No | 13C (3,ppm) | APT
1 [37.53 CH,
2 29.37 CH»
3 71.70 CH
4 42 41 CH»
5 140.98 C

6 121.95 CH
7 30.31 CH»
3 5147 cH
9 50.41 CH
10 | 39.38 C
11 [24.59 CH,
12 {30.03 CH»
13 13940 C
14 | 56.98 CH
15 [ 2575 CH»
16 |30.30 CH»
17 | 56.13 CH
18 | 12.20 CH;
19 [12.57 CH;
20 40383 CH
21 [21.52 CH;
22 | 38.87 CH
23 112952 CH
24 [36.99 CH,
25 13210 CH
26 | 1947 CH;
27 |19.24 CH;

Tum bu bilgiler 15181 dogrultusunda CC8 kodlu numune yeni bir dogal bilesik olup
3-B-O-{B-D-glikopiranosil]-kolost—A5a22-dien, 6 olarak ispatlanmugtir.
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OH

0
HO Y

HO OH

3--0-{B-D-glikopiranosil]-kolost-A>22-dien, 6
4.7. CC9 ' un Molekiil Yapisinin Spektroskopik Aydinlatilmas: 7

CC9 kodlu numunenin H-nmr (200 MHz) spektrumu (ek sekil 25-26) piridin-ds
nmr ¢éziiciisii iginde alinmus olup, H-nmr spektrumunda en agag: alanda, piridin pikleri
harig, 8 8.48 ppm'de dublet seklinde (J= 9Hz) pik gorilmektedir. Buda a-amino
karboksili asitlerin -NH- protonu icin literatiir bilgileriyle kargilastirma sonucu ¢ok
karakteristik oldugu bulunmustur [24-25]. Dublet geklinde yanlma gostermig olmast ve
integralininde 1H' na karsilik gelmesi -NH- grubunun oldugunu belirtmektedir. & 3.9-5.6
ppm arasinda seker ve benzeri yapida protonlarin oldugu anlagilmaktadir. 1H-nmr
spektrumunun daha yukan alanda (3 2.2-0.8 ppm) ise normal diiz zincirli yapida alifatik
yan zincir oldugu anlagiimaktadur.

CC9 kodlu molekiildeki karbon sayisim ve tirini belirlemek amaciyla APT
spektrumu alinmugtir (ek sekil 27-28). APT spektrumundan molekiilde iki adet kuaterneri 8
adet CH, 1 adet CH3 ve 7 adet CH» pikleri bulunmugstur. Fakat APT spektrumundaki &
30.02 ppm deki CHy pikinin yiksekligi diger CHp piklerine nazaran 5 kat daha fazla
oldugu i¢in toplam CHp sayist 12 olarak bulunmustur. Tim karbon sayis1 géz oniine
alindiginda toplam 23 adet karbon bulunmaktadir.

APT spektrumunun en asagi alan kisminda & 175.68 ppm kuaterneri karbon
bulunmugtur bunun kimyasal kayma degerleri literatiir degerleriyle karsilastinldiginda
karboksilli asit 13C piki igin uygun oldugu bulunmustur [24-25].

APT spektrumunun § 105.62 ppm deki CH piki yine B-glukosidik baglt seker
mélekiiliiniin anomerik 13C piki igin ok uygun oldugu bulunmustur. 5 78.48-71.50 ppm
arasinda 6 adet CH piki bulunmustur. Bunlardan dort tanesi seker molekiilii i¢in diger iki
CH piki molekiildeki diger -CH-O i¢in uygun oldugu bulunmugtur. d 70.46 ppm de
kuaterneri pik vardir. § 62.64 ppm'de de CH» 13C piki vardir. Yukandaki anomerik
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karbon, ~-CH-O-ve CHy 13C piklerinin seker molekili géz oniine alindiginda 6 nolu
molekiildeki seker molekiiliinin 13C kimyasal kayma degerleri ve literatriir degerleriyle
¢ok iyi uyum iginde oldugu goriilmugtiir [24-25]. Bunun sonucu molekiiliin bir pargasinin
B-D-glikopiranozil oldugu ispatlanmigtir. APT spektrumundaki diger ii¢ adet CH § 78.48,
75.92, 51.76 ppm ve bir adet kuaterneri karbon 70.46 ppm ve 11 adet CHp & 35.59-22.95
ppm ve bir adet CH3 pikide 8 14.30 ppm'de bulunmugtur [37-40].

CC9 kodlu molekiilin H-nmr kimyasal kayma degerlerini isaretlemek amaciyla
2D-COSY spektrumu (ek sekil 29) alinmgtir. 2D-COSY spektrumunda & 8.48.ppm deki
NH protundan 6 5.3 ppm deki (CH-O) pikine, 8 4.6 ppm deki pikten § 2.05, 8 1.9 ppm
(CHp) piklerine ve 8 2.05 pikinden & S5.5ppm (CH-O) deki piklerin komgu olduklan
(kargihk) bulunmustur. Bu bilgiler molekiiliin bir kismimin yapisinin agsagidaki gibi olacagmni

dogrulamaktadr. ,
HO H
<®OH
G s
3
HO

2D-COSY Korelasyon semast
CC9 molekiiliiniin APT spektrumunda geriye kalan 13C piklerinden bir adet CH3
(8 14.30 ppm) ve digerleride CH, 13C pikleri oldugu bulunmustur. Buna gore bu
grubunda diiz zincirli alkil grubu oldugu ispatlanmigtir. O halde su ana kadar asagidaki tg

grup ortaya ¢ikarilmistir,
Bunlardan l.grup B-D-glikopiranosil
2.grup
H
H COOH
H H
H N~y

HO

3. grup -CHp-(CH2)oCH3
Bu ti¢ grubun tek bir ekilde birlestirilmesi s6z konusudur ki o da agagidaki gibidir.
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11"

CC9 kodlu molekiilin }3C ve H-nmr kimyasal kayma degerleri tablol1'de
gosterilmektedir.

Tablo 11: CC9 Kodlu Molekiiliin 13C ve 1H-nmr Kimyasal Kayma Degerleri
(CsDsN, 8, ppm)

No 13C (5,ppm) | DEPT | Proton | IH (8,ppm)

1 - - NH 8.48d,J=9Hz
2 70.46 C -

3 78.48 CH Hz 5.50 ppm

4 35.59 CH» Hy 2.09-1.09 ppm
5 75.92 CH Hs 4.6 ppm

6 51.75 CH Hg 5.3 ppm
-COOH 175.68 C

' 105.62 CH Hy 5.00 ppm d.J=7 Hz
2 75.18 CH Ho 4.02 ppm

3 78.48 CH Hy 3.90ppm

4 72.46 CH Hy 4.12ppm

5 78.49 CH Hs 4.30ppm

6' 62.64 CH» Hg 4.50-4.12 ppm
1" 35.59 CH» Hq» 1.65 ppm

2" 34.00 CH» Ho 1.24 ppm

3" 32.13 CH» Ha 1.24 ppm

4" 29.63 CH» Hyr 1.24 ppm

5" 30.02 CH» Hgr 1.24 ppm

6" 30.02 CH» Hgr 1.24 ppm

7 30.02 CH, Hm 1.24 ppm

g" 27.95 CH» Hgr 1.24 ppm

9" 25.90 CH» Hgr 1.24 ppm

10" 22.95 CH» Hiq» 1.24 ppm

11" 14.30 CH; Hyq» 0.92 ppm
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CC9 kodlu molekiiliin (+) FAB-MS spektrumu (ek sekil 30) alinmugtir. (+) FAB-
MS spektrumunda molekiiler iyon [M]* 493 olarak bulunmustur. Diger 6nemli
fragmantasyonlar 409 [M-85+H]" ve 295 [M-l79-H20-H]+ gozlenmigtir. Tiim bu bilgiler
5181 dogrultusunda CC9 nolu molekiiliin molekiil formilii, 7 nolu molekiil formiilii
olarak Co3H43NO1q kapal formiiliine sahip oldugu ispatlanmgtir.

Yapilan literatiir aragtirmalan [24-25] sonucu 7 nolu molekiile literatiirde
rastlanmamis olup ilk defa bu galismada izole edilip yapist aydinlatilan dogal bir bilegiktir.

CC9 kodlu bilesik  2-B-D-glikopiranosil-2-undekil-3,5-dihidroksi-6-karboksi
piperidin, 7 olarak adlandirilmis yeni bir dogal bilesiktir. Molekiiliin stereokimyasi tiim
olarak aydinlatiimamistur.

“OH 0
OH
OH NH
HO

0

HO ?
HO
OH

2-B-D-glikopiranosil-2-undekil-3, 5-dihidroksi-6-karbokst piperidin, 7



5. SONUCLAR

Yersomunu Cyclamen coum bitkisinden 4 tanesi daha once literatiirde
bagka bitkilerden izole edilmis sekilde ve 3 tanesi de ilk defa bu ¢ahymada dogal bilesik
olarak izole edilip yapilarimin spektroskopik aydinlatiimas: sonucu toplam 7 adet dogal
bilesik bulunmustur.

Bu bilesiklerden; 1 nolu bilegik metil palmitat, 2 nolu bilegik sitigmasterol; 3 nolu
bilesik poriferastorol; 4 nolu bilesik stigmast A3.5.22 trien; 5 nolu bilesik stigmast A
3,5,7,22 tetraen; 6 nolu bilesik 3B-O-{B-D-glikopiranosil}-kolast A>:22 dien ve 7 nolu
bilesik 2-B-D-glikopiranosil-2-undekil-3,5-dihidroksi-6-karboksi piperidin dir.

Bu ¢alismada Cyclamen coum bitkisinden polar ve apolar molekiillerin
izolasyonu igin gesitli kromatografik teknikler yaminda bu molekiillerin  yapilarimn
aydmlatilmas: igin modern nmr teknikleri uygulanmugtir.



6. ONERILER

Yersomunu Cyclamen coum ' bitkisinin, tezin deneysel kisminda belirtildigi
gibi ekstraksiyon esnasinda sadece kloroform ekstrak fazi ¢ahgilmigtir. Fakat kloroform
ekstraktindaki tim fraksiyonlar tam olarak aragtinlmamigtir.  Hem bu fraksiyonlan
hemde sulu fazdaki diger polar maddelerin izole edilip yapilarmin aydinlatiimas: amam)}la
daha ileri galismalar yapilabilir. Cyclamen caum bitkisi organik maddeler bakimdan
oldukga zengin goziikmektedir.

Izole edilmis bu molekiillerin biyolojik amagla aktivitelerinin 6lgiimleri yapilabilir.
Nitekim bu gin kullandigimiz ilaglarin bir gogu dogal bitkilerden yapilmaktadir. Iste
biyolojik olarak aktif 6zellik gosterebilecek bu bitkilerden organik molekiiller tek tek
izole edilip, yapilann aydinlatildiktan sonra ekonomik degeri olan biyolojik aktiviteleri
oOlgiilerek ilag olarak kullanilabilir.
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Sekil 16: 4 Nolu Molekiiliin GC-MS Spektrumu (MD 800)
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Sekil 18: 6 Nolu Molekiiliin |H-nmr Spektrumunun Pargast
(5 0.0-4.2 ppm, CsDsN, 200MHz).
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Sekil 19: 6 Nolu Molekiiliin H-nmr Spektrumunun Pargasi
(8 4.8-9.0 ppm, C5D3N, 200MHz).
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Sekil 25: 7 Nolu Molekiiliin 1H-nmr Spektrumunun Pargas
(5 0.0-4.6 ppm, C5DsN, 200MHz).
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Sekil 26: 7 Nolu Molekiiliin 1H-nmr Spektrumunun Pargas
(3 4.6-9.0 ppm, C5D5N, 200MHz).
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Sekil 27: 7 Nolu Molekiiliin APT .Spektrumunun Pargast
(8 0.0-100.0 ppm, C5DsN, 50.0 MHz).
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Sekil 28: 7 Nolu Molekiiliin APT Spektrumunun Pargas:
(8 106.0-210.0 ppm, C5D5N, 50.0 MHz).
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Sekil 29: 7 Nolu Molekiiliin 2D-COSY Spektrumu (C5D3N, 200 MHz).
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7 Nolu Molekiliin (+) FAB-MS Spektrumu.
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9. 0ZGECMIS

1968 yilinda Bilecik Bozilyiik ilgesinde dogdu. Ik ve orta 6gretimini Boziiyiikte
tamamladi. 1981 yilinda Tanm Bakanhgi Ankara Laborant Meslek Lisesine girdi. 1984
yilinda Laborant olarak mezun oldu.1985 yiinda Balikesir II Kontrol Laboratuvan
Miidiirliiginde goreve basladi. 1988 yiinda K.T.U. Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya
.. Boliimiine girdi. 1992 yilinda buradan Kimyager iinvaniyla mezun oldu. Halen Trabzon Il
Kontrol Laboratuvan Miidirligiinde Kimyager olarak ¢aliyjmakta olup, Fen Bilimleri
Enstiitisit Kimya Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans yapmaktadir. Yabanc dili Ingilizcedir.
Evli ve bir gocuk babasidir.



