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- OzET

GALIUM TORTUMENSE EHREND. & SCHONB. ~TEM. (RUBIACEAE)
UZERINDE FARMAKOGNOZIK ARASTIRMALAR

Rubiaceae familyasi bitkilerinden olan Galium cinsi Turkiye bitki 6rtlisiinde 101 tir ile
temsil edilmektedir. Galium tlrleri halk arasinda antiromatizmal, antispazmodik, igtah
acicl, idrar soktdricl, safra artirici, kabiz, vyatistirict ve astrenjan olarak
kullaniimaktadir. Galium tortumense, endemik Galium tirlerinden biridir.

Bu caligmada Galium tortumense, sekonder metabolitlerinin izolasyonlan ve yapi
tayinleri ydéninden incelenmigtir. Bitki materyali Erzurum, Tortum Goli yakinlarindan

toplanmistir.

Bitkinin gblgede kurutulmus toprak Ustl kisimlari metanol ile ekstre edilmistir. Ekstre
suda ¢ozilmis ve kloroform ile tiketilmistir. Sulu ekstre liyofilize edilmistir. Yapilan
kromatografik ¢aligmalar [acik kolon kromatografisi (silika jel, sefadeks) ve vakum sivi
kromatografisi] sonucunda pB-sitosterol (GTS), ursolik asit (GTT-1), oleanolik asit
(GTT-2), skandozit metil ester (GTI-1), dafillozit (GTI-2) ve rutin (GTF) bilesikleri izole
edilmigtir. Elde edilen bilesiklerin yapilari spektral metodlarla (UV, 1D-, 2D- NMR, ESI
kitle spektroskopisi) aydinlatiimistir.

Anahtar kelimeler: Galium tortumense, Rubiaceae, sterol, triterpen, iridoit glikoziti,

flavonol heteroziti



SUMMARY

PHARMACOGNOSICAL STUDIES ON GALIUM TORTUMENSE
EHREND. & SCHONB. -TEM. (RUBIACEAE)

The genus Galium (Rubiaceae) is represented by 101 species in Turkish flora. Galium
species are used as antirheumatical, antispasmodic, tonic, diuretic, cholagogue,
constipate, sedative and astringent in folk medicine. Galium tortumense is one of the
endemic Galium species.

In this study, Galium tortumense was investigated from the point of view of the
isolation of its secondary metabolites and structure elucidation. The plant material was
collected from Erzurum, the near of Tortum Lake.

The air dried aerial parts of the title plant was extracted with methanol. The extract was
dissolved in water and partitioned in chloroform. Water exiract was lyophilized. As a
result of the chromatographical studies [open colomn chromatography (silica gel,
sephadex) and vacum liquid chromatography] f-sitosterol (GTS), ursolic acid (GTT-1),
oleanolic acid (GTT-2), scandoside methyl ester (GTI-1), daphylloside (GTI-2) and rutin
(GTF) were isolated. Structure elucidation of the isolated compounds were performed
by spectral methods (UV, 1D-, 2D- NMR, ESI mass spectroscopy).

Key words: Galium tortumense, Rubiaceae, sterol, triterpen, iridoid glycoside, flavonol

heteroside
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1. GIRIS VE AMAC

Bitkiler, insanhin varolugundan beri tedavi amaciyla kullanimaktadir. Halk
hekimliginde kullanilan bitkiler arasinda Galium cinsi de bulunmaktadir. Rubiaceae
familyas! bitkilerinden olan Galium cinsi Tirkiye florasinda 101 tlrle temsil
edilmektedir'. Galium tortumense, endemik Galium tiirlerinden biridir. Galium tirlerine,
yogurdun mayalanmasinda yararlanilabilen bir enzim tagimasi nedeniyle, Turkce
“Yogurt Otu” adi veriimekie ve Avrupa Ulkelerinde de buna benzer isimlerle
aniimaktadir®. Bitkinin dzsuyu s(te karistirilarak yesilimsi yogurt yapilmaktadir®.

Galium tirleri Avrupa’da ve Anadolu’da oldukca yaygin bitkilerdir. Halk arasinda istah
acicl, idrar artirici, spazmolitik, safra artirici, kabiz, yatigtirict olarak kullaniimaktadir®,
Galium odoratum Ingiltere’de sedatif, antispazmodik ve diliretik olarak kullaniimaktadr.
Ayrica yapraklar {izerinde yapilan galismalarda bitkinin antioksidan etkisi gézlenmigtir°.
Galium broteroanum’un toprak Ustll kisimlar, Fransa ve Portekiz’de halk arasinda
ditiretik, spazmolitik olarak ve taze usaresi bébrek toplar damarlarinin ve lenfatik

damarlarin enfeksiyonlarinin tedavisinde kullaniimaktadir °.

Daha once yapilan calismalarda Galium turlerinin 6zellikle iridoit glikozitleri ve
antrakinonlarca zengin oldugu ayrica flavonoit heterozitleri, naftalen Dbilesikleri,
lignanlar, saponin bilesikleri, kumarinler, fenolik asitler, alkaloitler tasidigi kayitlidir

(Kaynaklar igin bkz. Blim 2.2).

Endemik bir tlr olan Galium tortumense bitkisi {izerinde bugline kadar yapilmig
herhangi bir fitokimyasal ve biyolojik aktivite galigmasina rastlanmamistir.

Galium tirlerinin halk hekimliginde kullaniimasi ve Galium tortumense tirl Uzerinde
galigma yapilimamis olmasi bizi bu arastirmaya sevk etmistir. Galium tortumensenin
sekonder metabolitierinin izolasyonu ve yapilarinin spektrofotometrik yontemlerle

aydinlatiimasi galismamizin amacini olusturmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Botanik Bilgiler
2.1.1. Rubiaceae Familyasi

Odunsu veya otsu ¢ok yillik ya da tek yillik bitkilerdir. Yapraklar karsilikli, basit,
stipulalidir, stipulalar petioller arasinda, az ¢ok biriesik ya da daha sik olarak yaprak
gbrinimiinde, 4-10 adet ya da daha fazla sayida ve halka seklinde dizilmigtir. Cigek
durumu genellikle tirsoid, brakteli ya da braktesiz, gevsek ya da sik, subspika veya
subkapitulum sekiindedir. Cicekler gogunlukla hermafrodit, nadiren tek eseyli ve
monoik veya dioik, akitinomorf, genellikle 4-5 Gyelidir. Sepaller gogunlukia serbest,
bazen indirgenmistir. Korolla gamopetal, hipokrateriform, infundibular, kompanuiat veya
rotattir. TUpler kisadan gok uzuna kadar degisen boylarda, loblar kontort, imbrikat veya
valvattir. Stamenler epipetal, korolla loblaryla alternandir. Ovaryum alt durumluy,
coguniukia 2 gozll, her g6z bir ya da daha ¢ok ovilladir. Meyva kapsul, bakka, drupa
ya da iki merikarpa ayrimistir'’. Familya yakiasik 500 cins ve 6500 tiir ile bitkiler
dinyasinda temsil edilmektedit’. Tirkiye florasinda 10 cins ve 167 tirle temsil
edilmektedir’.

2.1.2. Galium L. Cinsi

Galium L. cinsinin ismi, cinsin baz tilrleri sutin mayalanmasini sagladikian igin
yunanca ‘gala’ ve ‘milk’ kelimelerinden gelmektedir®. Algak yarigalilar, gok yiliik ya da
tek yillik otlardir. Yaprakiar genellikle 4-14 yapraktan olugan halkalar seklinde gérindr.
Cicek durumu tirsoid, genisce panikulat veya indirgenmistir. Cicekler genellikle
ovaryumdan daha uzun pediselli, brakteolsliz; hermafrodit, nadir olarak poligam veya
dioiktir. Kaliks genellikle belirsiz, nadiren kalici ve meyvada bilylimustir. Korolla (3-)-4
pargall, rotat, kratiformdan infundibulara kadar degisen sekilde, loblar tlipten daha
uzun, beyaz, beyazimsi, soluk saridan parlak sariya kadar degigen renklerde, sarimsi-
yesil, pembe veya koyu kirmizimsi-kahverengidir. Stilus bifid veya bipartit klremsi
stigmalidir. Meyva iki kuru merikarpli, merikarplar yari kiiresel, ovoid veya silindirik, diiz
ylzeyli veya kirigik, ¢iplak veya tiyll ( bazen cengel tlyll ) nadiren az gok etlidir.



2.1.3. Tiirkiye Florasinda Bulunan Galium L. Cinsine Ait Turler

Galium L. cinsi Turkiye florasinda 101 turle temsil ediimektedir. Turkiye florasinda

bulunan Galium L. cinsine ait tiirler, agsagida sunulmustur®.

Tablo 1: Tirkiye florasinda bulunan Galium L. cinsine ait tiirler

Sect. Orientalium

tubiflorum setuliferum nabelekii ceratocarpon
kurdicum tolosianum zabense lasiocarpum
scopulorum shepardii Ssubvelutinum cornigerum
papilliferum membranaceum basalticum antitauricum
sieheanum mite czerepanovii cilicicum
tmoleum angustissimum xylorrhizum olympicum
huber-morathii galiopsis incanum aretioides
dieckii hypoxylon sorgerae

baytopianum psilophyllum cerato-amanianum

Sect. Kolgyda

spurium bracteatum Isauriucm penicillatum
aparine parisiense brevifolium nigricans
tricornutum ghilanicum Stepparum runcinatum
verrucosum tortumense floribundum recurvum
adhaerens divaricatum globuliferum verticillatum
samuelssonii tenuissimum pseudocapitatum murale
haussknechtii peplidifolium exsurgens

pterocarpum penduliflorum hierosolymitanum

Sect. Leiogalium

album fissurense asparagifolium subuliferum
lovcense scabrifolium bornmuelleri radulifolium
heldreichii campanelliferum octonarium paschale




Sect. Jubogalium

cappadocicum graecum canum cassium

parvulum dumosum pamphylicum setaceum

Sect. Galium

humifusum margaceum davisii trojanum

verum consanguineum

Sect. Aparanoides

debile palustre Elongatum trifidum

Sect. Platygalium Sect. Trachygalium | Sect. Hylaea Sect.
Leptogalium

rotundifolium rivale odoratum demissum

boreale uliginosum articulatum

2.1.4. Galium tortumense Ehrend. & Schoénb.-Tem.

ince tek yillik (8-) 15-20 cm boyunda otlardir. Gévde tabanda dallanmis ya da tabanda
toprak Uzerinde yatik, dallar dikien yiikseliciye kadar degisen sekillerde, doért koseli,
tlyslzdlr. Yapraklar 4-6, (5-)10-15 x 1-2 mm halkalar seklinde, oblanseolat - spatl
seklindedir. Asagdidaki yapraklar az ¢ok seffaf ve sivri ucludur. Yaprak kenarlari ice
dogru kivniktir ve nadiren kivrilmig kenarlar boyunca yukar! dogru ydnelmis kisa sert
thyler vardir. Yapragin alt yonilinde asagiya yonelik kisa tiyler bulunmaktadir ve yaprak
saphdir. Yukaridaki yapraklar bazen yoktur, hemen hemen sapsizdir, akuttan kuspidata
kadar degisir, ucu seffaftir. Tirsus uzamig- piramitsi, tlysiiz, algcak dallar az gok uzamis,
koltuk simi (1-)5-9- giceklidir. Cigek durumu sap! az ¢ok brakteden kisa veya iki kati
uzunlukta, yayiktir. Pediseller yaklagik 1-2 mm, yaylk, meyvada biraz geri Kivriktir.
Korolla kurudugu zaman beyazimsi, yaklagik 1.3 - 1.5 mm capinda, az ¢ok ¢anak
seklinde, loplar ovat - dikdértgensi, kilgikl, kilgiklar loplan esit boler sekildedir.
Merikarp yaklasik 1.3 - 2.3 mm, genisge bdbrek seklinde, hemen hemen papillali,
thystzdlr. Bitki, haziran ve temmuz aylarinda ¢igeklidir. Kayaliklarda ve yamag
eteklerinde biriken tas toprak yi§inlarinda, 1150-1200 m. yiikseklikte yetisir'.



2.1.4.1. Galium tortumense Bitkisinin Tirkiye'deki Yayiligt

A8 Erzurum: Tortum'un 39 km kuzeyi, Artvin'e dogru, Tortum Goli'nin 6 km

glineybatisi, yolun bafisindaki dar bogaz, 1150-1200 m, Ehrendorfer ve arkadaglari.
787-122-2.
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Sekil 1 : Galium tortumense bitkisinin Turkiye florasindaki yayilig haritasi



2.2, Fitokimyasal Bilgiler

Galium tarleri tGzerinde bugilne kadar yapilan fitokimyasal ¢aligmalar sonucunda izolasyonu
yapilan maddeler; iridoitler, flavonoitler, antrakinonlar, terpenik bilesikler, lignan-bis
glikozitleri, naftalen turevi bilesikler, fenolik bilesikler, kumarinler, alkaloitler ve digerleri
baslkian altinda toplanarak sunulmustur.

2.2.1. iridoitler

Tablo 2. Galium tirlerinden izole edilen iridoit glikozitleri

COORy

Bilegik R, R, Bitki Kaynak

Deasetilasperulozidik asit H o-OH G. rivale 8,9
. aparine 9-11
album 9,12
lovcense

verum
humifusum
palustre
odoratum
schultesii
pseudoaristatum
octonarium
macedonicum
mirum

. rigidifolium
rhodopeum
aegeum

. asparagifolium

. tricornutum

Lo ©
—_ O
w N

€O €O O €O O W O WO W © O WO

6-O-asetilskandozit H OAc verum
macedonicum
mirum

. rigidifolium
aegeum

. asparagifolium

OJORORORORO NN OROROROFORORORORORORORORORORORORD

© © W




Tablo 2’nin devami

Skandozit H B-OH G. rivale 8,9
G. album 9,12
G. lovecense 9,12
G. mollugo 14,15
G. humifusum 9,13
G. octonarium 9
G. macedonicum 9
G. mirum 9
G. rigidifolium 9
G. rhodopeum 9
G. aegeum 9
G. asparagifolium 9
G. aparine 9
G. tricornutum 9
G. verum 9
G. palustre 9
G. odoratum 9
G. schultesii 9
G. pseudoaristatum 9
Skandozit metil ester CHs 3-OH G. mollugo 14
Genipozidik asit H H G. rivale 8,9
G. album 9,12
G. lovcense 9,12
G. humifusum 9,13
G. palustre 9
G. odoratum 9
G. mollugo 15
G. schultesii 9
G. pseudoaristatum 9
G. octonarium 9
G. rhodopeum 9
G. aegeum 9
G. aparine 9
G. tricornutum 9
10- deasetil dafillozit CHs o-OH G. verum 16
Ry COOCH;
"R
N o
RQUHQC 0 0.—-"‘ CHE OH
OH
OH OH
Bilegik R4 R. Bitki Kaynak
Dafillozit o-OH Ac G. album 12
G. lovcense 12
G. mollugo 14
G. verum 16
G. humifusum 13




Tablo 2’nin devami

N
N o
RaOC o o CHyOH
OH
OH OH

Bilesik R, R, Bitki Kaynak
Asperulozidik ¢-OH Ac G. rivale 8,9
asit G. album 9,12

G. lovcense 9,12

G. aparine 9,10

G. mollugo 14,17,18

G. verum 9

G. humifusum 9,13

G. palustre 9

G. odoratum 9

G. schultesii 9

G. pseudoatristatum 9

G. octonarium 9

G. macedonicum 9

G. mirum 9

G. rigidifolium 9

G. rhodopeum 9

G. aegeum 9

G. asparagifolium 9

G. tricornutum 9
HumifusinA 8- OH o _@_ cucuco G- humifusum 9,13
HumifusinB @_ cucrgoo. AC G. humifusum 9,13
Asperulozit H Ac G. lovcense 12

G. album 9,12,19

G. aparine 9,20-23

G. verum 9,16,20,22,24

G. spurium 15,20,25

G. rotundifolium 20

G. incanum 20

G. palustre’ 9,26

G. boreale 27

G. odoratum 9

G. schultesii 9,28

G. octonarium 9

G. macedonicum 9

G. mirum 9

G. rigidifolium 9

G. rhodopeum 9




Tablo 2'nin devami 9

G. aegeum 9

G. lovcense 9

G. tricornutum 9

G. turkestanicum 29
G. humifusum 9,13,20,
G. triflorum 30
G. ruthenicum 31

G. salicifolium 32
G. tauricum 33
G. pseudoaristatum 9

G. paschale 34
G. mollugo 14,15,17,18,35
G. schultheisii 28

COOH

TRy
N o

~2OH

R0 OH
Bilesik R, R, Bitki Kaynak
V2 iridoit Ac OHCgH4(CH,).CO G. humifusum 9,13

G. verum 9,36




Tablo 2'nin devami
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OGL:

Bilesik R, R, Bitki Kaynak

Monotropein H CH,OH G. rivale 8,9
G. album 9,12
G. lovcense 9,12
G. aparine 9,20
G. verum 9,20
G. humifusum 9,13,20
G. spurium 20
G. rotundifolium 20
G. incanum 20
G. mollugo 14,17,18
G. odoratum 9
G. palustre 9
G. glaucum 37
G. schultesii 9
G. octonarium 9
G. macedonicum 9
G. mirum 9
G. rigidifolium 9
G. rhodopeum 9
G. aegeum 9
G. tricornutum 9
G. asparagifolium 9
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Bilesik R, R, Bitki Kaynak
Monotropein H CH,OH G. pseudoatristatum 9
G. paschale 34
Galiozit CH; CH.OH G. mollugo 17,18
Mollugozit CH; COOH G. mollugo 18,38,39
Penta-O-asetilgaliozit CH; CH,OH  G. mollugo 17
CIO0CHs,
Ty
Rf_
0
R
G
Bilegik R, R. Bitki Kaynak
Loganin OH CHs G. verum 9
10-hidroksiloganin OH CH,OH G. album 9,12
G. lovcense 9,12
G. mollugo 14
7-O-asetil-10-asetoksiloganin OAc CH,OAc G. album 12
G. lovcense 9,12
7-B-hidroksi-11-metilforstit OH COOH G. album 9
G. lovcense 9,12
COOCH, —
OH
— O
%HQOH OGle
Bilegik Bitki Kaynak
10-hidroksimorronizit (7a-73) G. album 9,12
G. lovcense 9,12
G. mollugo 14




Tablo 2'nin devami

o c=—0
Ty
U, G
} --'-F.-ﬂ-
CH40H
oG
Bilesik Bitki Kaynak
Deasetilasperulozit G. humifusum 9,13
G. palustre 9
G. odoratum 9
G. verum 9
G. macedonicum 9
G. mirum 9
G. rigidifolium 9
G. aegeum 9
G. tricornutum 9
G. asparagifolium 9
Y>
5::: O3le
OH
Bilegik Bitki Kaynak
Sekogaliozit G. album 9,12,19
G. lovcense 9,12
G. mollugo 14,15




Tablo 2'nin devami

OCH3
N o
CH4COOH,C . o CHz0H
OH
oH oH
Bilesik Bitki Kaynak
V3iridoit G. album 12
(3,4 dihidro-3-metoksiasperulozit) G. lovcense 12
G. verum 16
G. humifusum 13
OH
Ty
]
O-Gle
Bilegik Bitki Kaynak
Okubin G. aparine 20
G. verum 20
G. spurium 20
G. rotundifolium 20
G. incanum 20
G. humifusum 20

G. paschale 34




Tablo 2’'nin devami

‘\ nis H
W
CsHsCOOHLC H oH
H
Bilesik Bitki Kaynak
Peniflorin G. aegeum 40
HOH,C
Bilegik Bitki Kaynak
Makedonin G. macedonicum 41
Tablo 3. Galium tirlerinden izole edilen sekoiridoit glikozitleri
HaCO0C =
Bilegik Bitki Kaynak

Sekologanin G. schultheisii 28
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2.2.2. Flavonoitler

Tablo 4. Galium tirlerinden izole edilen flavonol bilesikleri

Bilesik Rj Rs Ry Rs’ R, Bitki Kaynak
Kersetin OH OH OH OH OH G. broteroanum 6
G. melanantherum 42
G. tauricum 43
G. uliginosum 44
Kersetin-3-0O- O-Glc OH OH OH OH G. broteroanum 6
B-glikozit G. melanantherum 42
(izokersitrin) G. verum 45
G. heldreichii hal 46
Kersetin-7-O- OH OH O-Glc OH OH G. verum 45
B —glikozit G. cruciatum 47
Kersetin-3-O- O-Rhm OH OH OH OH G. cruciatum 47
ramnozit
Kersetin-3-O-g O-Gal OH OH OH OH  G. heldreichii 46
—galaktozit G. boreale 48
G. ruthenicum 49
G. cruciatum 50
G. tauricum 43
G. salicifolium 32
G. palustre 51
G. mollugo 52




Tablo 4'iin devami
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Rutin O-Rut OH OH OH OH G. aparine 6
G. melanantherum 42
G. heldreichii 46
G. broteroanum 6
G. ruthenicum 49
G. cruciatum 50,53
G. verum 24,4554
G. palustre 26
G. salicifolium 32
Kemferol OH OH OH H OH G. uliginosum 44
G. melanantherum 42
Kemferol-3-O- O-Rut OH OH H OH G. melanantherum 42
beta rutinozit G. ruthenicum 55
Sinarozit H OH O-Glc OH OH G. mollugo 52
Tablo 5. Galium tiirlerinden izole edilen flavanon bilesikleri
R’
R4!
R (8]
7 '!_'_,./"
K‘\.
Rs o
Bilesik Rs Ry Rj’ R,  Bitki Kaynak
5,7,3- OH OH OH O-Glc G. fissurense 56
trihidroksiflavanon-4°-
O- B -D-glikopiranozit
Hesperidin OH O-Rhm-Glc OH OCH; G. mollugo 57
G. aparine 54
G. humifusum 54
Naringenin-7-O-3-D- OH O-Glc H OH  G. fissurense 56

glikopiranozit
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Tablo 6. Galium tirlerinden izole edilen flavon bilesikleri

s
R4l
R, (o}
7 f:" I
\\.
Rs =
Bilesik Rs R, Rs R3’ R,  Bitki Kaynak
Viteksin OH OH O-Glc H OH  G. melanantherum 42
Apigenin OH OH H OH  G. melanantherum 42
Apigenin-7-O-8-D- OH O-Glc H OH  G. fissurense 87
glikopiranozit G. fagetorum 58
G. ruthenicum 55
Apigenin-7-0-8-D- OH O-Glic-Rhm H OH  G. ruthenicum 55
glikopiranozil (6-
1)ramnopiranozit
Apigenin-4’-0-3-D- OH O-Gic-Rhm H O-Glc G. mollugo 52
glukofuranozit-7-
O-g-D-
glukopiranozil (6-
1)ramnopiranozit
Luteolin OH OH OH OH  G. aparine 59
G. fissurense 56
G. melananterum 42
Luteolin-7-O- OH O-Glc OH OH G. verum 45
glikozit G. melanantherum 42
Luteolin-7-O-f- OH O-Gen OH OH  G. melanantherum 42
gentiobiozit
Luteolin-4’-0--D- OH O-Glc-Ara OH O-Glc G. mollugo 52
glukofuranozit-7-
O-B-D-
glukopiranozil (6-
1)arabinopiranozit
Luteolin-7-O-3-D-
glikopiranozil(6- OH O-Glc-Ara OH OH G. mollugo 52
1)arabinopiranozit
Luteolin-7-0--D- OH O-Glc OH OH G. fagetorum 60
glikopiranozit G. ruthenicum 55




Tablo 6’'nin devami
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Diosmetin-7-O-f-
D-glikopiranozit

Diosmetin-7-
ksilozil (1-
6)glikozit
Diosmetin-7-O-8-
D-glikopiranozil(2-
1)-B-D-
ksilopiranozit

Orientin

Visenin-2

Kosmosin

izoroifolin

7-O-ramnoglikozil
5,7,3’-trihidroksi
4-metoksiflavon

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

O-Glc

O-Xyl-Glc

O-Gic-Xyl

OH

OH

O-Glc

O-Rhm-Glc

O-Rhm-Glc

H

H

H

C-Glc

H

H

H

OH

OH

OH

OH

H

OH

OCHs

OCHs

OCH;

OH

OH

OH

OH

OMe

989

G.

. fagetorum
. mollugo

. palustre

mollugo

. melanantherum

. melanantherum

. mollugo

. mollugo

. mollugo

58
52

51

52

42

42

52

52

61
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2.2.3. Antrakinonlar

Tablo 7. Galium tlrlerinden izole edilen antrakinonlar

Ry

(L

TR
2 Ry
a Ry
Bilesik R, R, R; R; Bitki Kaynak
Alizarin 1-metileter = OCH; O-primveroz H H  G. sinaicum 62
2-0-B-primverozit
G. aparine 63
G. saxatile 63
G. verum 63
G. mollugo 63
G. sterni 63
G. pumilum 63
Alizarin 1-metileter ¥ OCH; OH H H G. sinaicum 64
G. spurium 65
G. verum 66
Alizarin 2-O-B- OH O-primveroz H H  G. ruthenicum 67
primverozit
Lusidin OH CH,OH OH H G. fagetorum 68
G. dasypodum 69,70
G. aparine 63
G. saxatile 63
G. verum 63
G. mollugo 63,71,72
G. sterni 63
G. pumilum 63
Lusidin 3-0-8- OH CH,0OH O-primveroz H  G. dasypodum 69,70
primverozit
G. ruthenicum 67
G. mollugo 71,72




Tablo 7’nin devami
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Lusidin o-etileter

Lusidin @o-metileter

Lusidin 3-O-f-D-
glikopiranozit
Antragaliol 1-
metileter 3-0-f-D-
glikopiranozit

Antragallol 1-
metileter 3-0-
rutinozit

Antragallol 3-O-
rutinozit
Rubiadin

Rubiadin 1-
metileter

Rubiadin
primverozit

OH

OH

OH

OCH;

OCH;

OH

OH

OCHj;

OH

CH,0C:H;

CH,OCHj5

CH,OH

OH

OH

OH

CH;

CH3

CH;s

OH
OH
O-Glc

O-Glc

O-Rut

O-Rut

OH

OH

O-primveroz

H

IOIN O

9}

DODODDONOODNOODDNIOODOH

. sinaicum

. spurium
. verum

. ruthenicum

. sinaicum

. sipaicum

. sinaicum

. spurium
. fagetorum
. articulatum

dasypodum
aparine
saxatile
spurium

. fagetorum

. articulatum
. dasypodum
. aparine

saxatile
verum

. sterni

. pumnilum

. normani

. dasypodum

. dasypodum

. ruthenicum

. verum
. mollugo

73

65
66
67

62

62

62

65
74,75
76
69,70
63
63
65
74,75
76
69,70
63
63
63
63
63
63
69,70

69

67

77
77
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Tablo 7’nin devami

Rubiadin 3-0-5- OH CH, 0-Glc H  G. ruthenicum 67

glikopiranozit

Rubiadin OCQOCH;, CHj; O-Primveroz  H G. ruthenicum 67

1-metilester

3-0O-B-primverozit

Purpurin OH OH H OH G. fagetorum 68
G. articulatum 76
G. aparine 63
G. saxatile 63
G. verum 63
G. mollugo 63
G. sterneri 63
G. pumilum 63
G. normani 63
G. fleuroti 63

Purpurin 1- OCH,3 OH H OH G. spurium 65

metileter

Purpurin OH OH COOH OH G. mollugo 71

karboksilik asit

Purpurin O-Glc OH COOH OH G. mollugo 71

karboksilik asit

glikozit

Galiozin O-Glc-Xyl OH COOH OH G. mollugo 71,77
G. verum 77

Ruberitik asit OH O-Primveroz H H G. articulatum 76

Psddopurpurin OH COOH OH OH G. articulatum 76
G. aparine 63
G. saxatile 63
G. verum 63
G. mollugo 63
G. sterneri 63
G. pumilum 63
G. normani 63
G. fleuroti 63
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Ksantopurpurin

Ksantopurpurin
dimetileter

2-hidroksi
antrakinon

1-hidroksi-2-
metilantrakinon

1-hidroksi-2-
hidroksimetil
antrakinon
1-metoksi-2-hidroksi

antrakinon

1-metoksi-2-metil
antrakinon

1,3-dimetoksi-2-
hidroksi antrakinon

OH

OCHj

OH

OH

OCH;

OCHj,

OCH;s

OH

CHs

CH,OH

OH

CHs;

OH

OH

OCH;

H

OCHjs

. Spurium
. aparine
. saxatile
verum

. mollugo
sterni

. pumilum
. fleuroti

HDOODOODOHO®

. aparine

. saxatile

verum

. mollugo

. saxatile

. pumilum
verum

. mollugo

DO O

G. spurium
G. pumilum
G. aparine

. saxatile

. verum

. mollugo

OO

G. verum

10}

. fagetorum

o

. verum

@

. a@parine

0]

. verum
G. saxatile

G. verum

65
63
63
63
63
63
63
63

63

63
63
63
63
63
63
63

65
63
63
63
63
63,78

66

74,75
66

63
63
63

66
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Tablo 7’nin devami

2-metoksi

H OCH3; H
antrakinon
1,3-dihidroksi-2- OH CH,;0OC,H;5 OH
etoksimetil
antrakinon
1,3-dihidroksi-2- OH CH4 OH
metil antrakinon
1,3-dihidroksi-2- OH OCOCHg; OH
asetoksi antrakinon
1,3-dihidroksi-2- OH CH,OCH3 OH
metoksi metil
antrakinon
1,3-dimetoksi-2- OCHjs; OH OCHg3
hidroksi antrakinon
Nordamnakantal OH CHO OH
(1,3- dihidroksi
antrakinon 2-al)
Kuinizarin OH H H
2-metilkuinizarin OH CHs; H
Alizarin OH OH H

OH

OH

IOREO OO

G.

. saxalile

. aparine
. verum

. mollugo

. dasypodum

. verum

. verum

. verum

. verum

. aparine

sinaicum

sinaicum

fagetorum

articulatum
dasypodum
aparine
saxatile
verum
mollugo
sterni
sylvaticum
rubioides
erectum
pumilum

63
63
63
63

69

66

66

66

66

79

73

73

74,75

76
69,70
63
63
63,77
63,71,77
63
77
77
77
63
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G. normani 63
G. fleuroti 63
Alizarin 2-metileter OH OCH; H H G. sinaicum 73
G. aparine 63
G. pumilum 63
G. saxatile 63
G. verum 63
G. mollugo 63
G. stemni 63
g oH
Ry \\*‘«} R.g
Rg”” g
o
Es
BILESIK R, Rs Rs R; Bitki Kaynak
Kopareolatin 6-metil eter CH,3 OH OCH; OH G. sinaicum 73
Kopareolatin 5,7-dimetil eter CH; OCH; OH OCH; G. sinaicum 73
Kopareolatin 6,7- dimetil eter CHs; OH OCH; OCH; G. sinaicum 73
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BILESIK R; Rs R R;  Bitki Kaynak
7-metil antragallol 1,3- OCH;4 H H CHs;  G. sinaicum 73
dimetileter

7-hidroksimetil OCHjs H H CH,OH G. sinaicum 62,73
antragallol 1,3dimetileter

6-hidroksiantragallol 1,3- OCH; H OH H G. sinaicum 62,64
dimetil eter

Antragallol 1,3-dimetil OCHjs H H H G. sinaicum 64
eter

7-karboksi antragallol OCH, H H COOH G. sinaicum 62
1,3-dimetileter

5-hidroksi,6- OCH; OH CH,0OH H G. sinaicum 62
hidroksimetil antragallol

1,3-dimetileter

7-formil antragallol 1,3-  OCH, H H CHO  G. sinaicum 73

dimetil eter
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Tablo 7'nin devami

OH
u}
Ry R Ry
Rg # R
[}

BILESIK R, R; Re R; Bitki Kaynak
7-metil antragallol OCH; OH H CH;  @G. sinaicum 73
2-metil eter
6-metilantragallol 3-metil OH OCH; CHsj H G. sinaicum 73
eter
6-hidroksi-7-metoksi CH; OH OH OCHs; G. sinaicum 62
rubiadin
6-hidroksi H OH OH H  G. sinaicum 72
ksantopurpurin
6,7- dimetoksi H OH OCH; OCH; G. sinaicum 62
ksantopurpurin
6-metil alizarin OH H CH, H  G. spurium 64
6-metoksi lusidin o-etii CH,OC;Hs OH  OCHj; H  G. sinaicum 73
eter
Soranidiol CHs H OH H G. sinaicum 73
Antragallol 2-metil eter OCHgs3 OH H H G. sinaicum 73
1,3-dihidroksi-2- CH,OH OH OCHs H G. verum 66
hidroksimetil 6-metoksi
antrakinon
1,6-dihidroksi-2-metil CHs H OH H G. verum 66

antrakinon
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Tablo 7'nin devami

Fg o OCH;z
Ry /L‘x ) Lm T Ry Ry
g g R,
0
BILESIK R, Rs R, R; Bitki Kaynak
7-metil-1,2,3,8- OCH; OCHj; CHs OCH3; G. spurium 65
tetrametoksi antrakinon
oH d Ry
B Ry
Ry
a
BILESIK R, R, R: R;  Bitki Kaynak
7-metil-8-hidroksi OCHs OH OCH; CHs  G. sinaicum 73
antragallol 1,3-dimetil
eter
8-hidroksi antragaliol OH OCH;  OCH;z H G. sinaicum 73
2,3-dimetil eter
8-hidroksi-3-metoksi 7- OCH,O OCH,O OCH; CHs  G. spurium 65
metil 1,2-metilendioksi
antrakinon
2,8-dihidroksi-1,3- OCHs OH OCHjs CHs  G. spurium 65

dimetoksi 7-metil
antrakinon




Tablo 7’nin devami
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BILESIK R, R, R; R; Bitki Kaynak
2-metoksi,6-metil, 1,3,5- OH OCHs3 OH OH  G. spurium 65
trihidroksi antrakinon
6-metil,1,2,3,5- OCH; OCH; OCH; OCH; G. spurium 65
tetrametoksi antrakinon
OH
Bilesik Bitki Kaynak
Bisinaikinon G. sinaicum 73
o OH
CH o CH
'athth 3
CHy
7 OH
o
Bilesik Bitki Kaynak
Galiprenilin G. album 80
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2.2.4. Terpenik Bilegikler

Tablo 8. Galium tirlerinden izole edilen triterpen saponinier

\ o

OH,%,

Momordin llb GlcUA CHs

COOR;
Ri0y,
oH &
Rivalozit C Ac Glc (1-86) Glc G. rivale 8,9
Rivalozit D H Gic (1—6) Gic G. rivale 8,9
COOGIc
Bi|e§ik R4 R, Bitki Kaynak
Rivalozit E GIcUA CH,OH G. rivale 8,9
G. rivale 8,9
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Tablo 8’ in devami

R q o] .6',-,}"

oH
Bilesik R, R, Bitki Kaynak
Rivalozit A Ac Gle (1-6) Gle G. rivale 8,9,81
Rivalozit B H Glc (16) Glc G. rivale 8,9,81
Tablo 9. Galium tirlerinden izole edilen triterpenler
Bilesik Bitki Kaynak
CCQOOH
G. boreale 27

Oleanolik asit
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2.2.5. Lignan-Bis Glikozitleri

Tablo 10. Galium tlirlerinden izole edilen lignan-bis glikozitleri

OGlz
OCH;
H
o a
oH
R % "’-‘-:n‘r,ff
H
o
oGl
OCH;

Bilesik R Bitki Kaynak
7S,8R,8’R-(-)-larisiresinol-4,4’-bis-O-B-D- H CRsgseum 82
glikopiranozit
75,8R,8’R-(-)-5-metoksilarisiresinol-4,4’-bis-0- OCH, G. sinaicum 82
p-D-glikopiranozit
Bilesik

G. sinaicum 82

(-)-siringaresinol-4,4’-bis-O-p-d-glikopiranozit
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2.2.6. Naftalen tirevi bilegikler

Tablo 11. Galium tirierinden izole edilen naftalen tlrevi bilesikler

Bilesik Bitki Kaynak

G. mollugo 63
/\,..«/J‘ e
T
Ry

=

N =7

1-naftil izopentenil eter
G. verum 63
ONL G. pumilum 63
P |
X

1-naftil izopentil eter

Cl'H G. mollugo 63
= | =y
Ty 7

OCHg

4-metoksi-1-naftol

G. mollugo 83

Naftokinon |




Tablo 11’'in devami
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o

o0
T

2,2-dimetilnafto [1,2-b] piran

CHy CHs
U]
e | Ty
T, 5
COOCH,
OH
Mollugin
]
= l Ry
S 7 COOCH,
CH

Furomollugin

G. aparine
G. verum

G. pumilum

G. mollugo

G. mollugo

63
63
63

78,84,85

86
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2.2.7. Fenolik Bilegikler

Tablo 12. Galium turlerinden izole edilen fenolik bilesikler

Bilesik Bitki Kaynak
A~ e G. album 19
oH -
Arbutin
COOH G. palustre 51
OH : OH
OH
Gallik asit
oH S~ COOH G. palustre 51
| G. melanantherum 42
=
ol
Kafeik asit
G. verum 87
/If:l/\/ COOH
iy
OH
Floretik asit
G. fagetorum 88
G. pseudomollugo 88
u}
ol NP
£
ol

Neoklorojenik asit
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Tablo 12’nin devami

Bilegik Bitki Kaynak
G. mollugo 35,57
G. aparine 6,10
G. verum 24
CH G. fagetorum 88
S G. pseudomollugo 88
G. melanantherum 42
S oH G. heldreichii 46
G. broteroanum 6
Klorojenik asit
G. fagetorum 88
G. pseudomollugo 88
izoklorojenik asit
G. fagetorum 88
OH COOH
OH O-p-kumaroil
OH
5-p-kumaroilkinik asit
OH COOH G. fagetorum 88
p-kumatoil-O OH
OH

3-p-kumaroilkinik asit
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2.2.8. Kumarinler

Tablo 13. Galium ttirierinden izole edilen kumarinler

Bilegik Bitki Kaynak
OH G. heldreichii 46
a Ti G. melanantherum 42
OH =" O o
Eskuletin
CHyO G. mollugo 35,57
T Ty G. aparine 6
oH o o 0 G. cruciata 89
G. tauricum 89
G. broteroanum 6
Skopoletin G. melanantherum 42
SN G. cruciata 89
G. tauricum 89
OH & o o

Umbelliferon
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2.2.9. Alkaloitler

Tablo 14. Galium tirlerinden izole edilen alkaloitler

Bilegik Bitki Kaynak
G. aparine 90
B
{
o ~.
u}
>
o
Protopin
SN =y G. aparine 90
| -
CH:0 r T =
H CH;
Harmin
G. aparine 90
+-Vasisinon
oo o H G. aparine 90
H
v s
M ; H
i
(-)-1-hidroksideoksi peganin
G. aparine 90

(-)-8-hidroksi-2,3-dehidrodeoksipeganin
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2.2.10. Diger Bilesikler

Tablo 15. Galium tirlerinde bulunan diger bilesikier

Bilesik Bitki Kaynak
G. palustre 91

B-karoten

Krusiatin G. cruciata 50
G. tauricum 43

Siiksinik asit G. aparine 92

Sodyum laktat G. aparine 92

Alkanlar Galium tarleri 27
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2.2.11. Galium Tirlerinin Kullanilig! ve Biyolojik Aktiviteleri

Galium turleri yodurdun mayalanmasinda yararlanilan bir enzim tasimasi nedeniyle,
Tirkge “Yogurt Otu” adi ile bilinmekie ve Avrupa llkelerinde de buna benzer isimlerle
anilmaktadir.

Halk arasinda antiromatizmal, antispazmodik, istah agici, idrar arttirici, safra arttirici,
kabiz, yatigtirici ve astrenjan olarak kullaniimaktadir**®, Ingiltere’de halk arasinda G.
odoratum'un yapraklan sedatif, antispazmodik ve dilretik olarak kullaniimaktadir ve
yapraklar {izerinde yapilan ¢caligmalarda bitkinin antioksidan etkisi gézlenmigtir®.

Galium broteroanum'un toprak Usti kisimlari, Fransa ve Portekiz'de halk arasinda dilretik,
antispazmodik olarak ve taze usaresi bobrek toplar damarlarinin ve lenfatik damarlarin
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullaniimaktadir®.

Galium aparine geleneksel Arap halk tibbinda sedef hastaliginin tedavisinde, Dogu Afrika
tibbinda kansere karsi ve bogaz kanserinin tedavisinde kullaniimaktadir®*®, Lipid
peroksidasyonu inhibisyonunun test edilerek antioksidan aktivitenin aragtirildigt bir
calismada, Galium aparine’nin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu gosterilmigtir®.
Galium odaratum ve G@Galium verumun antioksidan aktiviteye sahip olduklari
saptanmigtir>®’.

Galium sylvaticum‘un ratlarda elektrikle olusturulmus konviilsiyonlara karsi antikonvilzan
aktivitesi tespit edilmistir®®.

Galium sinaicum'dan elde edilen antrakinonlar P388 l6semi hiicrelerinde sitotoksik etki
gdstermigtir™,

Galium aparine bitkisinden izole edilen antrakinon bilesiklerinin insektisit etkileri

gdzlenmistir™.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Bitki Materyali

Galium tortumense bitkisi Temmuz 2002'de Erzurum, Tortum Golli yakinlarindan
(1100 m) toplanmistir. Toprak Ustu kisimlar ayrildiktan sonra, gélgede kurutuimus ve
toz edilmistir. Bitki 6rnedi Atatiirk Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Balimii
Herbaryumu'nda saklanmaktadir (ATA 9765).

3.2. Kimyasal Maddeler ve Aletler
3.2.1. Kimyasal Kati Maddeler

Vanilin (Merck)
3.2.2. Solvanlar

Aseton, metanol, n-hekzan, etanol, kiorofom, silfiirik asit, etil asetat, asetik asit.
Merck kalitesinde solvanlar kullaniimistir.

3.2.3. Alet ve Cihazlar

Rotavapor:  Heidolph 4000

UV lambasi: Mineralight UVGL-58

Etiiv: Memmert Typ. UM 500

Liyofilizatér:  Snijders 2040

Uitrasonik banyo: Bandelin Sonorex RK 255 H

Mantolu 1sitici: Barnstead Electrothermal EM5000/C
Vakum pompasi: Biichi Vac V-500

Hassas terazi: Scaltec SBA 31

Vortex: IsoLab VM-20

UV Spektrofotometresi (UV): Thermospectronic HeAlOS 3
Niikleer Manyetik Rezonans Spektrometresi (NMR): Varian Mercury plus
[400 MHz ("H-NMR), 100 MHz (**C-NMR)]

Bruker AMX 300 [300 MHz ("H-NMR), 75.5 MHz (**C-NMR)]
Ktle Spektrometresi: Agilent 5973, Finnigan MAT 95
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3.3. Kromatografik Yéontemler
3.3.1. ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Kolon kromatografisi ¢aligmalarinda toplanan fraksiyonlarin izlenmesinde ve bilegiklerin
sahit maddeler ile karsilagtinimasinda, normal faz ve karsit faz silika jel kaph hazir
aliminyum plaklar kullaniimigtir.

Numune Tatbiki: Numuneler pastér pipeti yardimwyla, plagin alt ucunun 1 cm
yukarsindan ve 0,6 cm araliklarla tatbik edilmistir. ITK'da kullanilan solvan sistemleri
Tablo 18°de veriimistir. Kromatografi tankina konulan plaklar oda sicakiiginda 7-10 cm
mesafe boyunca siriklenmigtir.

3.3.2. Acik Kolon Kromatografisi

Caligsmalarimizda adsorban olarak 6n fraksiyonlama igin silika jel, sefadeks; saflagtirma
icin silika jel, karsit faz silika jel ve sefadeksin kullaniidig! agik kolon kromatografisi
yonteminden yararlaniimigtir. Fraksiyoniar 6n fraksiyonlamada 100’er ml saflagtirma
asamalarinda ise 5-10 ml toplanmigtir ve kontrolleri ITK ile yapilmigtir. Aym Rf
degerine sahip fraksiyonlar bir araya toplanmgtir.

Kolonun Hazirlanmasi

Normal Faz Silika Jel Kolon Kromatografisi (SK)

Istenilen miktarda tartilan silika jel, yeterli miktarda solvan sistemi ile stispansiyon
haline getiriimis ve bu karigim, alt ucuna pamuk yerlestiriimis olan cam kolona
aktariimistir. Kolondan yeterli miktarda solvan sistemi (Tablo 17) gegirilerek adsorbanin
yerlesmesi saglanmistir. Adsorban {zerinde 2-3 mm solvan kalana kadar beklenmis ve
solvan sisteminde ¢6zUimis olan numune kolona tatbik edilmistir.

Sefadeks Kolon Kromatografisi (SFK)

10-50 g sefadeks, yeterli miktarda metanol ile kanstirilmistir, Karigim, alt ucuna pamuk
yerlestirilmis olan cam kolona doldurulmus ve adsorban tamamen yerleginceye kadar
kolondan metanol gegciriimigtir. Adsorbanin Uzerinde 1-2 mm soivan kaidijinda
metanolde ¢6zllen numune kolona tatbik edilmisgtir.
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Kolon Kromatografisi igin Numune Tatbiki

A. Gdziicii Yardim fle Tatbik: Numune yeterli miktarda solvan ya da solvan sistemi
icinde ve gerekiyorsa ultrasonik banyoda ¢6ztiimUstir. Tamamen ¢dziinmis numune
bir pastér pipeti yardimiyla kolona tatbik edilmistir. Kolon muslugu agilarak numune
adsorbana emdiriimigtir. Kolonun (izerine, adsorban ylizeyinin bozuimasini engellemek
icin pamuk yerlestiriimis ve kolona yeterli miktarda solvan sistemi eklenerek ellisyona
baglanmigtir.

B. Kuru Tatbik: Silika jel kolona numune tatbiki i¢in bu yéntemden faydalaniimigtir.
Numune en iyi ¢bzindigl solvanda ¢dzlilmis ve kolon hazirlamada kullanilan
adsorban ve numune miktari da g6z 6nlnde tutularak yeterli miktarda adsorban ile
kanstinimistir. Adsorbanin ¢bzeltiyi iyice adsorbe etmesi ve tam kurumasi saglanmigtir.
Karigim kuru tatbik i¢in hazirlanmig kolona aktarilmigtir. Kolonun Gzerine, adsorban
ylizeyinin bozulmasini énlemek igin pamuk yerlestiriimis ve kolona yeterli miktarda
solvan sistemi ekienerek ellisyona baglanmistir.

3.3.3. Vakum Sivi Kromatografisi (VSK)

VSK, alt ucu filtreli bir cam kolon, bir nuge erleni ve vakum pompasindan ibaret olan
ucuz ve basit bir sistemdir. Bu yéntemin avantaji, kullanilan solvan miktarinin disik
olmasi nedeniyle maliyetin dismesi ve hizli ayirim imkani sunmasidir. VSK ile
gercgeklestirdigimiz galismalarimizda adsorban olarak karsit faz silika jel (Lichrbprep
RP-18) materyali kullanilmigtir. Bu yéntemde ellisyona su ile baglanmig metanolln
artan oranlarinda su-metanol sistemleriyle devam edilmigtir.

Kolonun Hazirlanmasi

Adsorban metanol ile slispanse edilerek kolona doldurulmus ve yeterli miktarda
metanol kolondan gegirilerek hazirlanmistir. Elisyona su ile baglanacag i¢in kolon su
ile sartlandinimistir.

Numune Tatbiki

Numune, yeterli miktarda su iginde ultrasonik banyoda ¢dzllerek bir pipet yardimiyla
kolona tatbik edilmistir. Kolonun Uzerine ylzeyin bozulmasini énlemek i¢in pamuk
yerlestirimistir. Fraksiyonlar 15’er ml alinmistir. Iglem bittiginde metanol gegirilerek

sistem temizienmistir.

3.3.4. Kromatografik Caligmalarda Kullanilan Adsorbanlar
Tablo 16’da verilmigtir.
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Tablo 16. Kromatografik Calismalarda Kullanilan Adsorbanlar

Yontem Adsorban

Ince Tabaka Kromatografisi | Silika jel
(Hazir plak, Silica gel 60 Fzs4 , 0.2 mm, Merck 5554)
(Hazir plak, RP-18 Fos4s , 0.2 mm Merck 5559)

Preperatif Ince Tabaka Silika jel
Kromatografisi (Hazir plak, Kieselgel 60 Fas4, 0.2 mm, Merck 5554)
Kolon Kromatografisi Silika jel (Kieselgel 60, 0.063-0.2 mm, Merck 7734)

Sefadeks (Sephadex LH-20, Fluka)

Vakum Sivi Kromatografisi Karsgit faz Silika jel (Lichroprep RP-18, 25-40um,
Merck)

3.3.5. Kullanilan Revelatorier

Vanilin/Sulflrik asit: Vanilin’in derigik sllfurik asitteki %1’lik ¢ozeltisidir. Plskurtmeden
sonra 110 °C’de birkag dakika isitilir.

Amonyak buhari.

3.3.6. Solvan Sistemleri
Kromatografik ¢calismalarda kullanilan solvan sistemleri Tablo 17°de verilmigtir.

Tablo 17. Yapilan kolon kromatografilerinde kullanilan solvan sistemleri

Solvan sistemi Yéntem
CHCl; : MeOH 100:0—0:100 SK
CHCl; : MeOH : H,O 61:32:7 SK
CHCI; : MeOH : HO 80:20:2 SK
CHCl3: MeOH : H,O 80:20:1 SK
CHCl3 : MeOH : H:O 70:30:3 SK
CHCl; : MeOH : H.O 50:50:5 SK
H,O : MeOH 100:0 —0:100 VSK
MeOH SFK

SK: Silika Jel Kolon Kromatografisi, VSK: Vakum Sivi Kromatografisi, SFK: Sefadeks Kolon
Kromatografisi
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ITK’da kullanilan solvan sistemleri Tablo 18’de verilmistir.

Tablo 18. Kromatografik galigmalarda ITK’da kullanilan solvan sistemleri

Solvan sistemi

CHCl; : MeOH : H,O 61:32:7
CHCl; : MeOH : H,O 80:20:2
CHCl3: MeOH : H,O 80:20:1
CHCI; : MeOH : H,O 70:30:3
CHCl; : MeOH : H.O 50:50:5
EtOAc : CH;COOH : HCOOH : H,O 100:11:11:27
EtOAc : MeOH : H,O 100:17:13

3.4. Ekstraksiyon ve izolasyon
3.4.1. Ekstraksiyon

Acik havada ve goblgede kurutulmus herba (460 gram), sivi azot yardimiyla toz
edildikten sonra, 3 L metanol ile bir gece boyunca maserasyona birakiimis ve ertesi
gln mantolu isiticida ve geri geviren sodutucu altinda 40 °C’'de 4 saat slreyle 3 kez
ekstre edilmigtir. Metanolik ekstreler birlestirilmig, stztimis ve stzintd rotavaporda 40
°C'de 120 rpm'de kuruluga kadar yogunlastiriimigtir. 91 g metanolik ekstre elde
edilmistir. Metanol ekstresi 100 ml suda ¢6zildlkten sonra, 2 litrelik ayirma hunisine
alinarak kloroform ile tiketiimigtir. Kloroform fazi rotavaporda, 40 °C'de ve algak
basing altinda kuruluga kadar ugurulmusg, su ekstresi liyofilize edilmigtir. 17 gram
kloroform ekstresi, 56 gram liyofilize su ekstresi elde edilmigtir (Sekil 2).

3.4.2. Kloroform Ekstresi Uzerinde Yapilan izolasyon Cahgmalari

17 gram kloroform ekstresi bir miktar kloroformda ¢ézlldlkten sonra 18 g silika jele
emdirilmigtir. Diger taraftan 150 g silika je! n-hekzan iginde sUspanse edilmig, 3x67
cm boyutlarindaki kolona doldurulmustur. Silika jele emdirilen numune, kolona tatbik
edilmigtir. Ellsyona n-hekzan ile baglanmig sonra etil asetatin artan oranlarinda (98:2,
95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 75:25, 70:30, 65:35, 60:40, 55:45, 50:50, 40:60, 30:70,
20:80, 10:90 ve 0:100) ellisyon strdirtimistlr. Toplanan fraksiyonlar yodunlastirilip
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ITK ile incelenmis ve aym Rf deJerlerine sahip olanlar birlestirilerek
numaralandinimigtir. n-Hekzan:etil asetat (80:20) oraninda yQrGttllrken elde edilen Fr.
20 ile n-Hekzan:etil asetat (70:30) oraninda eliisyon devam ederken elde edilen Fr.
25-26’da tekrar kromatografik analizler yapilmasina karar veriimistir.

3.4.2.1. GTS'nin Ayirimit ve Saflagtiriimasi

35 g silika jel n-hekzan:etil asetat (70:30) solvan sistemi iginde slispanse edilmistir.
3x46 cm boyutlarindaki kolona doldurulmustur. 45 mg Fr. 20’nin tatbikinden sonra n-
hekzan:etil asetat (70:30) ile ellisyon baglattimis ve n-hekzan:etil asetat (60:40) ile
surdirilmistir. GTS beyaz toz halinde elde edilmistir (15 mg). Madde ITK'da giin
isidinda renksizdir, %1’'lik vanilin/stlfurik asit reaktifi ile isitiinca pembe-mor renk
vermektedir (Sekil 3).

3.4.2.2. GTT-1 ve GTT-2'nin Ayirimi ve Saflasgtiriimasi

35 g silika jel n-hekzan:etil asetat (60:40) solvan sistemi icinde stispanse edilmigtir.
3x46 cm boyutlarindaki kolona doldurulmustur. 35 mg Fr. 25-26’nin tatbikinden sonra
n-hekzan:etil asetat (60:40) ile ellisyon baglatiimigtir ve strddrdimastir. GTT-1 ve
GTT-2 beyaz toz halinde elde edilmistir (20 mg). Karngim ITK'da giin siginda
renksizdir, %1'lik vanilin/stifirik asit reaktifi ile 1sitilinca pembe-mor renk vermektedir
(Sekil 3).
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Galium tortumense
Herba (460 g)

MeOH ile ekstraksiyon
Yogunlastirma

MeOH ekstresi
91 ¢

1) +H20
2) CHCI; ile ekstraksiyon

Kloroform ekstresi Su Ekstresi
179 56 g
GTS, GTT-1 ve GTT-2 GTI-1, GTI-2 ve GTF

Sekil 2. Galium tortumense bitkisinin toprak Ustl kisimlarina uygulanan ekstraksiyon semasi

KLOROFORM EKSTRESI
179
Kolon Kromatografisi
Silika jel: 150 g
SS n-Hekzan:EtOAc
(98:2, 95:5, 90:10,...,70:30)

{ |

Fr. 20 (45 mQ) Fr. 25-26 (35 mg)
Silika jel KK Silika jel KK
SS n-Hekzan:EtOAc SS n-Hekzan:EtOAc
(70:30, 60:40) (60:40)
GTS GTT-1, GTT-2
15 mg 20 mg

Sekil 3. Kloroform ekstresinden elde edilen maddelerin izolasyonu
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3.4.3. Su Ekstresi Uzerinde Yapilan izolasyon Caligmalar

56 gram su ekstresi, 50 g Sephadex LH-20'nin metanol ile slispanse edilmesiyle
hazirlanan 3x44 cm boyutlarindaki kolondan ard arda metanol ile elle edilimis ve
alinan fraksiyonlar ITK'da CHCl;:MeOH:H,O (61:32:7) solvan sisteminde kontrol
edilerek benzer fraksiyonlar birlestiriimis ve ekstre iki fraksiyona aynimigtir (Fr. A ve
Fr. B).

Fr. A, 165 g silika jelin CHCIl3:MeOH (90:10) solvan sistemi icinde siUspanse edilerek
dolduruldugu 2.5x61.5 cm boyutlarindaki kolona kuru tatbik edilmigtir. Ellisyona CHCI;
:MeOH (90:10) ile baglanmig, metanoliin artan oranlarinda [CHCI;:MeOH (80:20,
70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90 ve 0:100)] devam edilmigtir. Toplanan
fraksiyonlar yogunlastinhp ITK ile incelenmis ve aymi Rf degerlerine sahip olanlar
birlesgtirilerek numaralandirimigtir.

3.4.3.1. GTI-1 ve GTI-2’nin Ayirimi ve Saflagtiriimasi

Fr. A'nin tatbik edildigi silika jel kolondan alinan Fr. 1-15, 40 gram karsit faz silika jel
(Lichroprep RP-18) ile hazirlanan kolona tatbik edilmigtir. Elisyona su ile baglanmig,
metanoliin artan oranlarinda [H,O: MeOH (95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 75:25, 70:30,
65:35, 60:40, 55:45, 50:50)] devam edilmistir. Bu kolondan alinan Fr. 15-24 ve Fr. 45-
56 kendi aralarinda birlestirilerek yogunlastinimistir. Daha sonra bu fraksiyonlar 30 g
silika jelin CHCl; :MeOH: H O (70:30:3) solvan sistemi i¢inde slspanse edilerek
dolduruldugu 3x44 cm boyutlarindaki iki ayr kolona ayri ayrn sivi tatbik edilmis ve
elisyonlar CHCl; :MeOH: H,O (70:30:3) solvan sistemi ile baglatimig ve devam
ettirilmigtir. Fr.15-24in tatbik edildigi kolondan GTI-1 (25 mg) ve Fr. 45-56'nin tatbik
edildigi kolondan GTI-2 (14 mg) izole edilmigtir (Sekil 4).

3.4.3.2. GTF’nin Ayinmi ve Saflagtinimasi

Silika jel kolondan alinan Fraksiyon B , 40 gram karsit faz silika jel (Lichroprep RP-18)
ile hazirlanan kolona tatbik edilmistir. Ellisyona su ile baglanmig, metanoliin artan
oranlarinda [H,O: MeOH (95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 75:25, 70:30, 65:35, 60:40, 55:45,
50:50)] devam edilmigtir. Buradan alinan Fr. 66-70 birlestirilmis ve temizleme amaciyla
50 g Sephadex LH-20'nin metanol ile slispanse edimesiyle hazirlanan 3x44 cm
boyutlarindaki kolondan metanol ile elie edilmis ve buradan GTF (75 mg) izole
edilmistir (Sekil 4).
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SU EKSTRESI
56 g

Kolon Kromatografisi
Sephadex LH-20

SS: MeOH
Fr. A Fr.B
Silika jel KK RP-18 VSK
SS CHCls:MeOH SS H,0:MeOH
/(90:10. 80:20.....50:50) \ (100:0, 95:5.....50:50)
/
Fr. 1-15 Fr. 66-70
RP-18 VSK Sephadex LH-20
SS H,O:MeOH KK
(100:0. 95:5.....50:50) SS: MeOH
\
GTF
V / 75 mg
Fr. 15-24 Fr. 45-56
Silika jel KK Silika jel KK
SS CHCI;:MeOH:H,0 SS CHCl;5:MeOH: H.0
(70:30:3) (70:30:3)
A\ \
GTI-1 GTI-2
25 mg 14 mg

Sekil 4. Su ekstresinden elde edilen maddelerin izolasyonu
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4. BULGULAR
Galium tortumense bitkisinin toprak (st kisimiarinin kloroform ve su ekstrelerinden
1 sterol, 2 triterpen, 2 iridoit ve 1 flavonoit yapisinda toplam alti bilesik [GTS, GTT-1,

GTT-2, GTI-1, GTI-2, GTF] izole edilmigtir.

B-SITOSTEROL

24

22 2

Sekil 5. §-Sitosterol’iin molekl yapisi

B-SITOSTEROL (GTS)
CsHss0 (M.A. 414)

UV (MeOH) ymax nm: 205

El- Kiitle sp. m/z: 414 [%100, M*], 399 [%19, M* -CHa], 396 [%34, M* -H,0], 381 [%17,
M* -H,O-CHjg], 354 [%7,(381- 2xCH3)™], 273 [%18, M*-zincir], 255 [%18,
(273-H,0)"].

'"H-NMR (CDCls, 300 MHz): Spektrum 1, Tablo 19

3C-NMR (CDCl;, 75.5 MHz): Spektrum 2, Tablo 19

DEPT (CDCls, 75.5 MHz): Spektrum 3

2D-'H-"H-Homoniikleer COSY: Spektrum 4

2D-'H-®C-Heteronlikleer (short range) COSY (HMQC): Spektrum 5

2D-"H-"®C-Heteroniikleer (long range) COSY (HMBC): Spektrum 6
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B-SITOSTEROL

GTS bilesiginin ITK analizlerinde revelatér piskiirtmeden énce gin isiginda ve UVps,
ve UVsss nmM’lerde renksiz olmasi, vanilin/silflrik asit reaktifi plskdrtildikten sonra
110 °C’de 1-2 dakika isitilinca pembe-mor renk vermesi steroidal veya triterpenik bir
yapida olabilecegini géstermigtir.

'H- ve ®C-NMR spektrumlarinda ézellikle yilksek alanda gézlenen sinyaller steroidal
veya triterpenik yapi icin karakteristiktir. Bilesigin 'H-NMR (Tablo 19, Spektrum 1)
spekirumu incelendiginde 8y = 0.60-2.30 ppm bélgesinde birbirinden iyi ayriimamis
alifatik proton sinyalleri gériimdstir. 8y = 3.52 ppm’de oksijen atomuna komsulugu
nedeniyle kaymis bir multiplet ve 8y = 5.35 ppm'de olefinik karakteri kanitlayan bir
multiplet bulunmaktadir. Bu bulgular dogrultusunda yapinin alifatik oldugdu, bir ¢ift bag
ve bir hidroksil grubu tasidigi tespit ediimistir.

3C-NMR spektrumu incelendiginde (Tablo 19, Spektrum 2) &c = 71.8 ppm'de
gbzlenen sinyal, yapida bir oksijen atomunun bulunduduna, 6c = 140.7 ppm ve 121.7
ppm’de gobzlenen sinyaller ise yapida c¢ift bagin varligina isaret etmektedir. DEPT
spekirumunda (Spektrum 3) 6 metil (CHs), 11 metilen (CHy), 9 metin (CH) ve
3 kuaterner karbon (C) gbzlenmistir. Dolayisi ile yapinin 29 karbon atomu icerdigi
bunlardan altisinin metil karbonu oldugu ilk bakista anlasiimistir. Bu bulgular bilesigin
steroidal yapida oldugunu gdstermistir. HMQC spektrumu (Spekirum 5) incelendiginde
dc = 140.7, 36.5 ve 42.3 ppm’lerde gelen sinyallerin protonlarinin bulunmadigi
kanitlanmigtir.  '®C-NMR  spektrumunda gézilenen metil sinyalleri 'H-NMR
spektrumunda 0.68 ve 0.98 ppm’lerde singlet; 0.91, 0.79 ve 0.89 ppm’lerde dublet ve
0.82 ppm’de triplet pik vermistir. Bu bulgular ve bunlarin diginda kalan CH, grubuna ait
C ve H degerlerinin konumlart HMQC (Spektrum 5) ve HMBC (Spektrum 6) yardimi ile
saptanmistir. 'H-NMR, '*C-NMR, DEPT, HMQC ve HMBC spektrumlari yardimi ile
sinyaller ¢éziimlendiginde ve literatlir bulgular ile karsilastiriidiginda yapinin (24R)-
24Etilkolest-5-en-3-B-ol (B-sitosterol) oldugu kanitlanmigtir %%,
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Tablo 19. B-Sitosterol'tin [GTS] 'H- ve *C-NMR Spektral Degerleri
'H-NMR (CDCls, 300 MHz), "*C-NMR (CDCls, 75.5 MHz)

C-H Atom C &c (ppm) | 54 (ppm) Mulit. HMBC
Numarasi [J(Hz) ] Protondan
karbona
1 CH, 37.2 1.81 dd (9.4/4.8)
1.05 m
2 CH, 31.6 1.80 d (5.0) C-3
1.42 d (5.0)
3 CH 71.8 3.52 m
4 CH, 42.3 2.25 m C-3,C-5,C-6, C-7
5 C 140.7 - -
6 CH 121.7 5.35 m C-8, C-10
7 CH, 31.9 - -
8 CH 31.9 - -
9 CH 50.1 0.92 m
10 C 36.5 -
11 CH, 21.1 1.47 m
12 CH, 39.8 1.95 m
1.10 m
13 C 42.3 - -
14 CH 56.8 0.98 m
15 CH, 24.3 0.99 m
1.55 m
16 CH, 28.2 1.8 -
17 CH 56.1 1.04 m
18 CHs 11.8 0.68 s
19 CHs 19.4 0.98 s C-5, C-9,C-10
20 CH 36.1 1.32 m
21 CHs 18.8 0.91 d (6.0)
22 CH, 33.9 1.06 -
1.30 -
23 CH, 26.1 1.14 m
24 CH 45.8 0.88 -
25 CH 29.1 1.62 m
26 CHs 19.8 0.79 d (6.8)
27 CHs 19.0 0.89 d (6.9)
28 CH, 23.0 1.22 m
29 CHs 12.0 0.82 t (5.4)
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URSOLIK ASIT

20

,
%

23 24

Sekil 6. Ursolik asit’in molekil yapisi

URSOLIK ASIT
CaoHis0s (M.A. 456)

UV (MeOH) gmax NM: 215

El-Kitle Sp. m/z: 456.3 [%7, M*], 441 [%1, M*-CHa], 438 [%2, M*- H,0], 423 [%1, M*-
H,0-CHg], 248 [%100, C1gH240."], 203 [%50, 248-COOH].

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): Spektrum 7, Tablo 20

3C-NMR (CDsOD, 100 MHz): Spektrum 8-9, Tablo 20

'3C-NMR (CDCl;, 100 MHz): Spektrum 10, Tablo 20
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URSOLIK ASIT
OLEANOLIK ASIT

GTT-1 ve GTT-2 bilesiklerinin bulundugu fraksiyon ITK analizlerinde revelator
puskurtmeden 6énce gin igiginda, UVas, ve UVsgs Nmilerde renksizdir, vanilin/sGiftrik
asit reaktifi puskdrtildiukten sonra 110 °C’de 1-2 dakika isitilinca pembe-mor renk
vermigtir.

GTT-1 ve GTT-2 bilesiklerinin spektrum sonuglari degerlendirildiginde bir karigim
olduguna karar verilmigtir. ESl-kitle spektrumuna gére [M'] iyonlarina ait pikin m/z
456’da gbzlenmig olmasi her iki bilesidin de aymi kapali formile, CsHisO3 sahip
oldugunu gostermistir.

GTT-1 ve GTT-2 bilesiklerinin bulundugu fraksiyonun '*C-NMR spekitrumuna
bakildijinda (Tablo 20-21; Spekirum 8) gériilen 51 rezonans ve ITK'daki davranigi
triterpen iskeletinde bir karigim oldugunu disindirmastar.

'H-NMR spektrumunda (Tablo 20-21; Spektrum 7), 8y = 1.25, 0.98, 0.77, 1.08 ve 1.14
ppm’lerde singlet, 8y = 0.93 ve 0.91 ppm’lerde dublet olarak 3’er proton siddetinde
6 metil rezonansi (sirasiyla Me-23, Me-24, Me-25, Me-26, Me-27, Me-29 ve Me-30)
GTT-1 igin, 6y = 0.96, 0.78, 0.84, 0.76, 1.25, 0.87 ve 0.93 ppm’lerde singlet olarak
J’er proton giddetinde 6 metil rezonansi (sirasiyla Me-23, Me-24, Me-25, Me-26, Me-
27, Me-29 ve Me-30) GTT-2 igin gézlenmigtir.

3C-NMR spektrumu incelendiginde, dc = 180.4 ppm’de gbzlenen sinyal bir karboksil
karbonuna aittir. Triterpenik yapida A™"® fonksiyonunun varli§i 8¢ = 125.7 (CH; C-12)
ve §¢c = 138.4 (C; C-13) ile 8c = 122.4 (CH; C-12) ve dc= 144.1(C; C-13) ppm’lerdeki
karbon rezonanslaryla saptanmigtir. Olefinik proton H-12 ise 8,y = 5,28 (1H, t) ve
du=5.24 (1H, t) ppm’lerde gézlenmistir. Bu 6zellikler sirasiyla, urs-12-en ve olean-12-
en tipi triterpenik iskelet icin karakteristiktir'®'®2 Bu bulgu GTT-1 bilesiginin 6 metil
rezonansindan ikisinin 'H-NMR spekirumunda dublet seklinde gézlenmesiyle
dogrulanmigtir (84 = 0.93, d, Me-29; &4 = 0.91, d, J = 5.9 Hz, Me-30). oy = 3.21 ppm
(dd) ve 8¢ = 78.5 ppm’lerde gorilen rezonanslar her iki bilegigin 3 numarali karbon
atomunda bir sekonder hidroksil grubunun varhgina isaret etmistir'®. §c=55.5 ppm'de
gbzlenen sinyal her iki bilesigin 5 numarali karbonuna, 8¢ = 47.8 ve d¢; = 48.1 ppm’de
gbzlenen sinyaller, sirasiyla bilesiklerin 9 numarali karbonlarina aittir. GTT-1 bilesidinin

18 numarali karbonu 8¢ = 53.1 ppm’de, GTT-2 bilegiginin 18 numarali karbonu
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8c = 41.5 ppm’de rezonans olmustur. '"H-NMR spektrumunda 3y = 2.18 (d) GTT-1
bilesiginin C (18) protonuna, 8, = 2.82 (dd) GTT-2 bilesiginin C (18) protonuna aittir.

Spektroskopik bulgular ursolik asit ve oleanolik asit ile uygunluk géstermektedir. Bu
nedenle GTT-1 ve GTT-2 karigiminin ursolik asit (GTT-1) ve oleanolik asit (GTT-2)
maddelerinin bir karigimi oldugu sonucuna varilmigtir’®'%”,
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Tablo 20. Ursolik asit'in '*C- ve 'H-NMR degerleri
'H-NMR (CDCls, 400 MHz), '*C-NMR (CDOD, 100 MHz)

C-H Atom Cc 5c (ppm) 34 (ppm) Mult.
No [J(HZ) ]
1 CH, 39.2
2 CH. 27.5
3 CH 78.5 3.21 dd (10.2/4.4)
4 C 38.7
5 CH 55.5
6 CH; 18.3
7 CH, 331
8 C 39.6
9 CH 47.8
10 C 36.9
11 CH, 16.6
12 CH 125.7 5.28 t(3.6)
13 Cc 138.4
14 C 41.7
15 CH; 29.5
16 CH, 241
17 C 47.7
18 CH 53.1 2.18 d(11.7)
19 CH 39.2
20 CH 39.2
21 CH, 30.5
22 CH; 36.9 1.19 m
2.00 dd (13.0/4.0)
23 CHjs 28.0 1.25 s
24 CHj 15.2 0.98 S
25 CHs 14.8 0.77 ]
26 CHs 16.4 1.08 s
27 CHs 23.1 1.14 s
28 C 180.4
29 CHs 22.9 0.93 d
30 CHs 22.8 0.91 d(5.9)
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OLEANOLIK ASIT

% %
3

4

Sekil 7. Oleanolik asit'in molek(l yapisi

OLEANOLIK ASIT
C30H4303 (M.A. 456)

UV (MeOH) Ymax nM: 215

El-Kiitle Sp. m/z: 456.3 [%7, M*], 441 [%1, M*-CHj], 438 [%2, M*- H,0], 423 [%1, M*-
H,0-CHa], 248 [%100, C1gH2405"], 203 [ %50, 248-COOH].

'H-NMR (CD3OD, 400 MHz): Spektrum 7, Tablo 21

'3C-NMR (CD;0D, 100 MHz): Spektrum 8-9, Tablo 21

3C-NMR (CDCl;, 100 MHz): Spektrum 10, Tablo 21
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Tablo 21. Oleanolik asit'in '°C- ve 'H-NMR degerleri
'H-NMR (CDCls, 400 MHz), *C- NMR (CD3OD, 100 MHz)

C-H Atom No C 8¢ (ppm) 34 (ppm) Mult.
[J(H2) ]

1 CH, 38.6

2 CH, 26.7

3 CH 78.5 3.21 dd (10.2/4.4)
4 C 39.2

5 CH 55.5

6 CH, 18.3

7 CH, 32.6

8 C 39.6

9 CH 48.1
10 C 37.0
11 CH, 22.7
12 CH 122.4 5.24 t (3.6)
13 C 1441
14 C 42.0
15 CH, 27.7
16 CH. 22.8
17 C 46.7
18 CH 415 2.82 dd (12.7/4.3)
19 CH, 46.1
20 C 30.4
21 CH; 33.7
22 CH, 32.3
23 CHj 28.8 0.96 s
24 CHs 14.7 0.78 s
25 CHs 15.1 0.84 s
26 CH, 16.5 0.76 s
27 CH;,3 25.2 1.25 s
28 C 180.4
29 CHj 32.8 0.87 s
30 CH, 23.3 0.93 s




64

nwnipeds (ZHN 00% “€10a0) HIAIN-H, [2-11D] uilise yijoues|O oA [|-1 11D] use yjjosin "2 wnipjads

gen .In_

0e-0
62N

yen

L2-0
ge-n

wdd g8°Z 6S6°%Z S0°€ ST'E SZ°¢




65

nwnipieds (ZHIN 00} ‘A05aD) HINN-Og,

[2-116] uiuse sijoues|O oA [1-1 1D] use yiosin '8 wnipjeds




nwnpeds (zHN 001 ‘a0°a0) AN

wdd g€

-0g, [2-L1D] ulnse IoUEsIO A [1-119]

use yiosin ‘6 wnipeds

1% .vm mm 8¢ hm wm mm th 4 1% (4 4
1 1. 1 _ I 1 L t _ - 1 _ 1 L ] I _ 4 3 1 1 lwb PR I O — | S UUR I
g . " | Aot
ﬁ.«..i.:gﬁz ﬂ \\&4 ; ba‘_x—}a{ iqfﬁ.._ﬁ?@tfm%# mﬁfﬁfi &.J?%iﬁ.v %JA%&? } &__L 33.@ J,_:w..« wfj? ﬁrf .fﬁ.}}_ _q.«..,—...wf.._w_vaf%w{ 5_\{5?&?&.%&#? ._a._.w.}?fad\é'f? M/ f i
\l , ﬂ I
0 im 12-0 ? 0 _ | gl-ovi-N |
8-N
N 7-N
-0
Q zzn
0e-n ‘61N
-0 ‘t-N
wdd 9T 8T oz 44 44 9z 82 o_m.
._wh__-g_____m____________r_.______._“___—h__“»_____Kn_.________|_l._fh___Ll._.r__.,Fl.Ll._,~.r..
Y LA Cha
ﬁw ﬁi ?%5%} i %r_%%%\%i_% Fe TR Wiy é k_%j% “_éﬁﬁf{g}%eéj ?xﬁ. 1 e ?&%@i 4 H ok
LE- O ;
¥2-0 w 120 “ €20 ]
o O 0e-O J _w 0e O ,
SN
6N 9l-N te-n
-n pen é\! 90 oe-n 20 .
sz-n . .o on o zn o




nwinpieds (ZH 001 * §I0A0) HINN-O;, [2-L1D] uLlise yijoueaio A [{-119] ¥se }osin "0} wnpjeds




68

SKANDOZIT METIL ESTER

o Ohde

Sekil 8. Skandozit metil ester'in molekil yapisi

SKANDOZIT METIL ESTER (GTI-1)
C17H24011 (M.A. 404)

UV (MeOH) ymax nm: 238

ESI- Kiitle sp. m/z: 427 [M+Na]*, 403 [M-H]", 387 [M-CHa]'

'H-NMR (CD3OD, 300 MHz): Spektrum 11, Tablo 22

3C-NMR (CDs0D, 75.5 MHz): Spektrum 12, Tablo 22

DEPT (CD;0D, 75.5 MHz): Spektrum 13

2D-"'H-'H-Homoniikleer COSY: Spektrum 14
2D-'H-®C-Heteronlikleer (short range) COSY (HMQC): Spektrum 15
2D-'H-'®C-Heterontikleer (long range) COSY (HMBC): Spektrum 16
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SKANDOZIT METIL ESTER

GTI-1 bilesiginin ITK’da revelatér plskirtmeden énce, giin 1siginda ve UVas, ile UVags
nm’lerde renksiz olmasi, %1’lik vanilin/stlfurik asit reaktifi ptskdartalip isitilinca énce
renksiz, agik mavi, daha sonra koyu maviye dénen renk vermesi bir iridoit heteroziti
olabilecegini gdstermistir.

GTI-1 bilesiginin ESI-kitle spektrumunda m/z 403 [M-H] gézlenen pik, 'H ve '*C-NMR
spektral bulgular ile birlikte degerlendirildijinde bilesidin molekdler formill Cy7H24014
olarak bulunmusgtur.

'H-NMR spektrumunda (Tablo 22, Spektrum 11) 8y = 4.67 ppm'de (d, J = 7.8 Hz)
gbzlenen anomerik proton sinyali yapida bir B-glukoz, 8y = 3.75 ppm’deki (s, 3H) sinyal
ise karbometoksi grubunun varligina isaret etmektedir. '*C-NMR ve DEPT
spektrumlarina (Spektrum 12, 13) bakildiginda 8¢ = 100.3 ppm’deki anomerik karbon
rezonans! ve 78.4-62.7 ppm arasindaki glukoza ait 5 sinyal ile karbometoksi grubuna
ait 8¢ = 52.1 ppm’deki metil sinyali haricindeki diger rezonanslar (3C, 6CH, 1CH,)
aglikonunun 10 karbonlu siklopentan-piran iskeletinden olustugunu gd&stermistir.
'H-NMR spektrumunda 8, = 7.50, 5.80, 5.19, 4.54, 3.03, 2.96 ppm’lerdeki birer proton
degerindeki sinyaller siklopentan-piran halkasinda 6 metin, AB sistem sgeklinde
oy = 4.35 ve 4.20 ppmlerdeki sinyaller 1 oksimetilen fonksiyonlarinin varligni
gdstermistir. Bilesigin ®*C-NMR spektrumunda 8¢ = 61.1 ve 8¢ = 62.7 deki C-10 ve C-6'
sinyallerinin DEPT spektrumunda (Spektrum 13) negatif sinyal olarak izlenmig olmasi
da C-10 ve C-6' de bulunan fonksiyonlarin metilen oldugunu dogrulamistir. 64 = 7.50
(d, J = 1.0 Hz) deki olefinik H-3 sinyalinin kimyasal kayma degerinden C-4 n sUbstitle
oldugu sonucuna variimigtir. UV spektrumunda gézlenen absorbsiyon maksimumu
(Amax = 236 nm) bunu desteklemistir. 8c = 170.3 ppm’deki karbonil sinyali C-4 deki
siibstitientin karboksil grubu oldugunu dastndUrmisgtir. H-3 sinyalinin dublet oimasi
C-5 konumunda bir proton varligina isaret etmistir. Bu durumda &y = 3.03 ppm’de
gbriilen metin sinyali H-5 olmalidir. C-4 teki slbstitiisyonun etkisiyle H-5 sinyalinin
34 = 3.03 ppm’de diiglik alana kaymis oldugu dikkat gekmistir. &y = 5.80 ppm’deki
olefinik sinyal siklopentan halkasindaki H-7 icin karakteristiktir. Spektrumda dasuk
alanda gbézlenen diger sinyaller (84 = 5.19 ve 3¢ = 4.54 ppm) sirasiyla H-1 ve H-6
olarak yorumlanmigtir. H-6 sinyalinin kimyasal kayma degeri C-6 da elektronegatif bir
grubun oldugunu gdstermigtir. Spektrumun digik alanindaki bir proton giddetindeki

metin sinyali (5= 2.96 ppm) H-9 a atfedilmigtir.
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HMQC Spektrumu (Spektrum 15) yardimiyla protonlarin (zerinde bulundukliari
C rezonanslan yorumlanmigtir. HMBC spektrumu (Tablo 22, Spektrum 16) ile
fragmentler arasindaki baglantilar belirienmigtir. Oksimetilen fonksiyonuna ait protonlar
ile ( Hx-10) C-7, C-8, C-9 arasinda gdzlenen etkilesimler oksimetilen grubunun C-8 e
bagli oldugunu, &, = 4.67 (H-1) ile C-1, 84 = 5.19 (H-1) ile C-1' arasinda gézlenen
etkilesimler glukozun C-1 e bagh oldugunu gdstermistir. Sonug olarak, elde edilen
bulgularin literatlirde skandozit metil ester igin kayit degerler ile uyum gostermesi

nedeniyle GTI-1'in skandozit metil ester olduguna karar verilmigtir ',

Sekil 9. Skandozit metil ester'in HMBC korelasyonu
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Tablo 22. Skandozit metil ester’in [GTI-1] 'H- ve *C-NMR Spektral Degerleri
'H-NMR (CD;0D, 300 MHz), *C-NMR (CD30OD, 75.5 MHz)

C-H Atom C 8¢ (ppm) B, (ppm) Muit. HMBC
Numarasi [J(Hz) ] Protondan karbona
1 CH 98.3 5.19 d (6.0) C-1’, C-3,C-5,
C-8,C-9
3 CH 153.8 7.50 d(1.0) C-1, C-4, C-5, C-11
4 C 110.8
5 CH 45.6 3.03 m C-1,C9
6 CH 82.2 4.54 dt (1.9/4.7)
7 CH 130.1 5.80 t(1.6) C-5, C-6, C-8,
C-9,C-10
C 147.5
CH 471 2.96 m C-1, C-3, C-4, C-5,
C-6,C-7,C-8
10 CH, 61.1 4.20 Hy gd (15.6) C-7,C-8,C-9
4.35 H, gd (15.2)
1 C 170.3
COOMe CHs 52.1 3.75 s C-11
1 CH 100.3 4.67 d(7.8) C-1,C-%
2 CH 74.8 3.20-3.40 m
<3 CH 784 3.20-3.40 m
4' CH 71.5 3.20-3.40 m
5 CH 77.9 3.20-3.40 m
6' CH, 62.7 3.64 dd (12.0/5.8) C-5
3.83 dd (12.0/2.0)
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DAFILLOZIT

Q Ohde

Sekil 10. Dafiliozit'in molekil yapisi

DAFILLOZIT (GTI-2)
C1oH26042 (M.A. 446)

UV (MeOH) ymax nm: 235.8

ESI- Kitle sp. m/z: 445 [M-H]', 469 [M+Na]*

'H-NMR (CD3OD, 400 MHz): Spektrum 17, Tablo 23

3C-NMR (CD3OD, 100 MHz): Spektrum 18, Tablo 23

DEPT (CD;OD, 100 MHz): Spektrum 19

2D-"H-'3C-Heteron(ikleer (short range) COSY (HMQC): Spektrum 20
2D-'H-"®C-Heteron(ikleer (long range) COSY (HMBC): Spekirum 21
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DAFILLOZIT

GTI-2 bilesiginin ITK'da revelatér plskirtmeden 6nce, giin isiginda ve UVas, ile UVaes
nm’lerde renksiz olmasi, %1’lik vanilin/stlfirik asit reaktifi plskirtdltp isitilinca énce
renksiz, aglk mavi daha sonra koyu maviye dénen renk vermesi bir iridoit heteroziti
olabilecegdini géstermisgtir.

Yine bilesigin UV spektrumunda iridoit konjuge enol-eter sistemi igin karakteristik
absorbsiyon bandi (235.8 nm) gériilmektedir.

GTI-2 bilesiginin NMR sonuglari ve pozitif iyon ESI-kitle spektrumunda m/z 445 [M-H]
de gozlenen pik 'H- ve *C-NMR spektral bulgular ile birlikte degerlendirildiginde
bilesigin C19H26012 kapall formiline sahip oldugu bulunmustur.

GTI-2 bilesiginin 'H-NMR spektrumunda (Tablo 23, Spektrum 17) &, = 4.72 ppm'de
(d, J = 7.7 Hz) gbzlenen anomerik proton sinyali dijer oz rezonanslar ile birlikte
degerlendirildijinde yapida bir B-glukoz oldugu distniimastir.  *C-NMR
spektrumunda (Tablo 23, Spekirum 18) 8¢ = 100.1 ppm’de gézlenen anomerik karbon
rezonansi ve diger oz rezonanslarl (61.8-77.4 ppm) bu goérist dogrulamaktadir.
'®C-NMR spektrumunda 18 adet karbon rezonansi gériilmektedir. Buradan GTI-2'nin
12 karbonlu siklopentan-piran iskeletinden olusmus bir iridoit monoglikoziti oldugu
dustndilmagtar.

GTI-2 bilesiginin 'H-NMR spektrumunda 2.08 ppm’de gdzlenen 3 proton degerindeki
singlet sinyal asetil grubu varligina isaret etmektedir. '*C-NMR spektrumunda
3¢ = 19.5 (CH3-C=0) ve 8¢ = 171.3 (CH3-C=0) ppm’lerde gdzilenen pikler asetil grubu
varliini dogrulamaktadir.

Olefinik H-7 sinyali 8,; = 6.02 siklopentan halkasinda C-7 ve C-8 arasinda bir ¢ift bag
olduguna isaret etmektedir. H-6 sinyalinin &, = 4.80 degeri C-6 konumunda oksijenli bir
fonksiyon oldugunu gdstermektedir. 8y = 3.03 ve 8y = 2.64 ppm’lerde gbézlenen
sinyallerin sirasiyla C-5 ve C-9 a ait oldudu distnuilmustur. H-1 sinyali ise 8, = 5.06
ppm’de gézlenmektedir.

AB sistemi seklinde 8y = 4.80 ve 4.93 ppm’lerdeki sinyaller 1 oksimetilen fonksiyonunun
varligini gostermistir. Bilesigin '*C-NMR spektrumunda §; = 62.6 ppm’de gdzlenen
sinyalin DEPT spektrumunda (Spektrum 19) negatif sinyal olarak izlenmig olmasi C-10
daki fonksiyonun metilen oldugunu dogrulamisgtir.

'H-NMR spektrumunda disiik alanda 8y = 7.65 ppm'de gozlenen H-3 sinyalinin
kimyasal kayma degeri olefinik bir proton oldugunu ve C-4 konumunun sibstitle
oldugunu isaret etmektedir.
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3C.NMR spektrumunda §c = 168.3 ppm’de (C-11) gbzlenen sinyal ise C-4 deki
stbstitientin  karboksilik asit oldujunu gdstermektedir. ‘H-NMR spektrumunda
3y = 3.74 ppm’de gozlenen 3 proton degerindeki singlet sinyal metil grubu varligina
isaret etmektedir. Bu metil sinyalinin diglk alana kaymasi ve 8C-NMR spektrumunda
8¢ = 50.6 ppm (CHs-O-C=0) ile ¢ = 168.3 ppm’lerde (CHs-O-C=0) gbzlenen pikler
metil grubunun 4. konumdaki karboksil izerinden bagl oldugunu géstermektedir.
HMQC Spektrumu (Spektrum 20) yardimiyla protonlarin lzerinde bulunduklari C
rezonanslari yorumlanmistir. HMBC spektrumu (Tablo 23, Spektrum 21) ile fragmentler
arasindaki baglantilar belirlenmistir. Oksimetilen fonksiyonuna ait protonlarla (Hz-10)
C-7, C-8, C-9 ve COCH; arasinda gbzlenen etkilesimler oksimetilen grubunun C-8 e
bagh oldugunu ve COCH; grubunun da oksimetilene bagh oldugunu gdstermistir.
Sy = 4.72 (H-1") ile C-1 (8¢ = 99.4) ve &, = 5.06 (H-1) ile C-1'(dc = 100.1) arasinda
gozlenen etkilesimler glukozun C-1 e bagl oldugunu gbstermistir.

Sonug olarak elde edilen bulgularin literatlirde dafillozit igin kayith dederler ile uyum

gostermesi nedeniyle GTI-2' nin dafillozit olduguna karar verilmigtir'®'*°.

Sekil 11. Dafillozit'in HMBC korelasyonu



81

Tablo 23. Dafillozit'in [GTI-2] 'H- ve *C-NMR Spektral Degerleri
'H-NMR (CD40D, 400 MHz), *C-NMR (CD30OD, 100 MHz)

C-H Atom C &¢c (ppm) 8. (ppm) Mult. HMBC
Numarasi [J(Hz) ] (Protondan
karbona)
CH 99.4 5.06 d(9.1) Cc-1
3 CH 154.2 7.65 d(1.8) C-1, C-4, C-5,
C-11
C 106.9
CH 41.2 3.03 td (6.6/1.8) C-1, C-3, C+4,
C-6, C-9, COOMe
6 CH 74.2 4.80 m C-1,C-4, C-8,
C-9, C-11
CH 130.6 6.02 d (1.8) C-5, C-6, C-8, C-9
C 144.8 C-5, C-6, C-9
CH 45.0 2.64 t(8.4) C-1, C-5, C-6,
C-7,C-8
10 CH, 62.6 4.80 H, m C-7, C-8,
4.93 H, d (15.0) C-9, COMe
11 C 168.3
COOMe CHs 50.6 3.74 s
COMe C 171.3
COMe CHs 19.5 2.08 s
1 CH 100.1 4.72 d(7.7) C-1
2 CH 73.7 3.21-3.39 m
3 CH 77.4 3.21-3.39 .m
4 CH 70.4 3.21-3.39 m
5' CH 76.7 3.21-3.39 m
6’ CH, 61.8 3.61 dd (12.0/6.2)
3.85 dd (11.9/1.4)
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RUTIN

Sekil 12. Rutin’in molekil yapisi

RUTIN (GTF)
C27H3,045 (M.A. 610)

UV (MeOH) yxmax Nm: 257, 269sh, 349, 361

ESI- Kitle sp. m/z: 609 [M-HJ, 633 [M+Na]*, 1243 [2M+Na]*
'H-NMR (CDs0OD, 300 MHz): Spektrum 22, Tablo 24

'3C-NMR (CD;OD, 75.5 MHz): Spektrum 23, Tablo 24

DEPT (CD;0D, 75.5 MHz): Spektrum 24

2D-"H-"H-Homonliikleer COSY: Spektrum 25
2D-'H-'3C-Heterontikleer (short range) COSY (HMQC): Spektrum 26
2D-"H-"3C-Heteroniikleer (long range) COSY (HMBC): Spektrum 27
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RUTIN

Bilesigin ITK analizinde gilin 1siginda sari, revelatér plskirtmeden énce UVas, nm’de
acik sari, UVsgs nm’de koyu mor, vanilin/slfarik asit puskrtiiip 110 °C’'de 1-2 dakika
Isitilinca 6nce sari-turuncu, daha sonra kahverengiye dénen renk vermesi, amonyak
buhar ile parlak sar renk vermesi flavonoit olabilecedini gostermistir. Bilesigin metanol
icinde alinan UV spekirumunda Bant I'in 349 nm’de gérlimesi, bilesidin bir flavonol
oldugunu ve 3-OH grubunun hidrojeninin slbstitie halde bulundugunu gésterir. Ayrica
Bant I'nin 257 nm’'de gérllmesi ve 269 nm'de omuz vermesi B halkasinda 3' ve 4'
konumlarinda oksijen bagl olduguna igaret eder.

Bilesigin 'H-NMR spektrumu incelendiginde (Tablo 24, Spektrum 22) § =6.2d (J=1.8
Hz) ve 6.4 d (J =2.2 Hz) seklinde gdriilen sinyaller sirasiyla A halkasinin C(6) ve C(8)
protonlarina, & =7.66d (J= 1.8 Hz), 6.86 d (J = 8.0 Hz) ve 7.60 dd (J = 8.0/1.8 Hz)
ppm’lerde gérilen sinyaller de sirasiyla, B halkasinin C(2'), C(5') ve C(6') protonlarina
aittir. Aglikona ait spektral degerler literatlirde kersetol icin kayitli degerlerle uygunluk
gbstermektedir ""'""3, § = 5.10 d (J = 7.8 Hz) ve 4.51 d (J = 1.8 Hz) seklinde gdzlenen
sinyaller anomerik oz protonlarina aittir ve yapida iki oz 0{nitesi bulundugunu
gbstermektedir. Anomerik protonlarin etkilesme sabiti (J) dederlerinden ozlarn
sirasiyla B ve o konfiglirasyonda olduklari anlagiimigtir. Ozlara ait proton sinyalleri 'H,
'H-Homontikleer korelasyonlu ve 'H, '*C-Heteroniikleer korelasyonlu spektrumlar
kullanilarak ayri ayn yorumlanmig ve ozlar f-D-glukoz ve o-L-ramnoz olarak
tanimlanmigtir (Tablo 24).

3C-NMR spektrumunda (Tablo 24, Spektrum 23) C-3 e ait sinyal 135.6 ppm’de C-2 ve
C-4 e ait sinyaller sirasiyla 158.5 ve 179.4 ppm’lerde gérlimustir. Bu bulgu C(3)-OH
glikolizasyonunu dogrulamaktadir. Clnk C-2 ve C-4 sinyalleri kerseto! aglikonuna
gbre daha dusiik alana kaymiglardir '™, C-6 ve C-8 sinyallerinin (3 = 99.9 ppm ve 94.8

ppm), C-5 ve C-7 sinyallerinden (8 =162.5 ve 166.0 ppm) farkii olarak daha ylksek

alanda ¢ikmas! C-5 ve C-7 deki slbstitlisyonlardan ileri gelmektedir. C-3' ve  C-4'
konumunda iki serbest hidroksil grubu bulunmasi nedeniyle bu karbonlara ait sinyaller

(3 =145.8 ve 149.7 ppm) C-2' ve C-5' sinyallerine gore (8 =117.6 ve 116.1 ppm) daha
dislk alanda gorilmektedir. C-1" ve C-1" ne ait 104.7 ve 102.4 ppm’lerde gbrilen
sinyaller, 8 = 68.6 ppm’'de gorilen hidroksi metil (CH,OH) sinyali ve metil grubuna ait
17.9 ppm'de gérilen sinyal, ozlarin p-D-glukoz ile o-L-ramnoz oldudunu
dogrulamaktadir. Glukozun C-6" sinyalinin 68.6 ppm gibi, duglk alana kaymasi
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ramnozun ikinci oz oldugunu ve glukoza C-6" den baglandigini gdstermistir. Bu bulgu
bilesigin 'H, '3C-Heteroniikleer korelasyonlu uzak etkilesim (long range) spektrumunda

(HMBC), ramnozun anomerik protonu (6 = 4.51 d, J = 1.8 Hz) ile glukozun C-6" atomu
(8 = 68.6 ppm) arasindaki korelasyon ile de dogrulanmigtir. Glukozun aglikona bagl ilk

oz oldugu HMBC spektrumunda, anomerik proton (8 = 5.10 d, J = 7.8 Hz) ile C-3
(135.6 ppm) arasindaki korelasyon ile agikga gorllmektedir. Bilesige ait spektral
bulgular literatlirde kersetol-3-O-rutinozit (Rutin) icin kayith degerler ile uygunluk

gostermektedir "'41'®,

Sekil 4. Rutin’in HMBC korelasyonu
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Tablo 24, Rutin’in [GTF] 'H- ve '*C-NMR Spektral Degerleri
'H-NMR (CD40D, 300 MHz), "*C-NMR (CD,0D, 75.5 MHz)

C-H Atom C 8¢ (ppm) | 54 (ppm) Mult. HMBC
Numarasi [J(Hz) ] Protondan karbona

2 Cc 158.5 -

3 C 135.6 -

4 C 179.4 -

5 C 162.5 -

6 CH 99.9 6.20 d (1.8) C-10

7 C 166.0 -

8 CH 94.8 6.40 d (2.2) C-6, C-10

9 C 159.3 =

10 C 105.6 S

1’ C 123.1 .

2' CH 117.6 7.66 d(1.8) C-2, C-1', C-3, C-4'
3 C 145.8 -

4 C 149.7 -

5’ CH 116.1 6.86 d (8.0) C-1', C-3, C-4'
6' CH 123.5 7.60 dd (8.0/1.8) C-1', C-2'

1" CH 104.7 5.10 d(7.8) C-3

2" CH 75.7 3.47 m

3" CH 77.2 3.32 m

4" CH 71.4 3.27 m

5" CH 78.1 3.43 m C-6"

6" CH, 68.6 3.38 Hy m C-5"

3.80 Hy d (10.5)

1" CH 102.4 4.51 d(1.8) c-6", C-4™, C-5"
2" CH 72.0 3.63 dd (3.5/1.5)

3" CH 722 3.53 dd (9.5/3.5) c-2"

4" CH 73.9 3.28 m c-2", c-3", C-5"
5" CH 69.7 3.44 m c-3"

6" CHs 17.9 1.1 d (6.0) c-3", c-4"
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TARTISMA VE SONUC

Bu aragtirmada Erzurum’da yetisen endemik Galium tortumense bitkisinin toprak Usti
kismi tagidigi sekonder metabolitleri ydniinden fitokimyasal olarak arastiriimigtir.
Bitkinin gblgede kurutulmus toprak Ustl kisimlari toz edildikten sonra metanol ile
(40 °C'de) geri geviren sodutucu altinda ekstre edilmis ve metanol ekstresi sirasiyla
kloroform ve su ile tiketilmistir. Bu ekstrelerin 6n temizleme ve ayirim iglemleri igin
cesitli kromatografik yéntemler [agik kolon kromatografisi (silika jel, sefadeks) ve
vakum sivi kromatografisi] kullanilmigtir. Yapilan izolasyon cgaligmalar sonucunda
bitkiden 1 sterol (GTS), 2 triterpen (GTT-1, GTT-2), 2 iridoit (GTI-1, GTI-2) ve 1 flavonol
heteroziti (GTF) olmak (zere toplam 6 bilesik izole edilmis ve yapilart spektral
yéntemler (UV, 1D-, 2D- NMR, ESI kiitle spektroskopisi) kullanilarak aydinlatilmigtir.
GTS, GTT-1 ve GTT-2 bilesiklerinin ITK analizlerinde giin isi§inda renksiz olmalari,
reaktif kullanmadan 6nce UVa ve UV nM'lerde floresans vermemeleri, % 1'lik
vanilin/stilfirik asit reaktifi plskdrttldikten sonra 110 °C'de 1-2 dakika isitilinca
pembe-mor renk vermeleri steroidal veya ftriterpenik bir yapida olabileceklerini
gbstermigtir.

29

Sekil 5. B-sitosterol’lin molekiil yapisi

GTS kodlu bilesigin *C-NMR spektrumu incelendiginde 29 karbon atomu tagidi§i tespit
edilmigtir. 8¢ = 71.8 ppm’de gbzlenen sinyal yapida bir oksijen atomunun varligini
gbstermekte ve bu karbon atomuna bagl olan proton ise 84 = 3.52 ppm’de bir sinyal
vermektedir. 8¢ = 140.7 ppm ve 8¢ = 121.7 ppm’lerde gbzlenen sinyaller bir gift bag
bulunduguna isaret etmektedir. 6c = 121.7 ppm’de gbzlenen sinyale ait karbon atomuna
bagl proton &y = 5.35 ppm'de gorilmektedir. 'H ve '*C-NMR spektrumiarindaki
sinyaller, DEPT, HMQC ve HMBC spektrumlari yardimi ile ¢éziimlendiginde, bu bilesik
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icin elde edilen yapi bulgularinin, f-sitosterol’lin literatir bulgulari ile uyum iginde
oldugu belirlenmis ve yapinin (24R)-24Etilkolest-5-en-3-B-ol (B-sitosterol) oldugu

kanitlanmistir %1%,

GTT-1 ve GTT-2 bilesiklerinin 'H ve *C-NMR spektrum sonuglari degerlendirildiginde
bir karigim olduguna karar verilmistir.

Sekil 6. Ursolik asit'in molekil yapisi Sekil 7. Oleanolik asit'in molekil yapisi

'H-NMR spekirumunda, §,;= 1.25, 0.98, 0.77, 1.08 ve 1.14 ppm’lerde singlet, 8= 0.93
ve 0.91 ppm’lerde dublet olarak 3'er proton siddetinde 6 metil rezonansi (sirasiyla Me-
23, Me-24, Me-25, Me-26, Me-27, Me-29 ve Me-30) GTT-1 igin, 4= 0.96, 0.78, 0.84,
0.76, 1.25, 0.87 ve 0.93 ppm’de singlet olarak 3’er proton giddetinde 6 metil rezonansi
(sirasiyla Me-23, Me-24, Me-25, Me-26, Me-27, Me-29 ve Me-30) GTT-2 igin
gbzlenmistir.

¥C-NMR spektrumu incelendiginde, dc = 180.4 ppm'de gbzlenen sinyal bir karboksil
karbonuna aittir. Triterpenik yapida A" fonksiyonunun varligi 8¢ = 125.7 (CH; C-12)
ve 8¢ = 138.4 (C; C-13) ile 6o = 122.4 (CH; C-12) ve §¢c = 144.1(C; C-13) ppm’lerdeki
karbon rezonanslaryla saptanmigtir. Olefinik proton H-12 ise 8, = 5,28 (1H, 1) ve
du = 5.24 (1H, t) ppm’lerde gbzlenmistir. Bu 6zellikler sirasiyla, urs-12-en ve olean-12-
en tipi triterpenik iskelet igin karakteristiktir "% Bu bulgu GTT-1 bilesiginin 6 metil
rezonansindan ikisinin 'H-NMR spektrumunda dublet seklinde gézlenmesiyle
dogrulanmigtir (8, = 0.93, d, Me-29; 8= 0.91, d, J = 5.9 Hz, Me-30). &= 3.21 ppm dd
ve Jc=78.5 ppm her iki bilesigin 3 numarall karbon atomunda bir sekonder hidroksil

grubuna isaret etmistir ',

dc = 55.5 ppm’de gbzlenen sinyal her iki bilesidin 5
numarali karbonuna, 8c = 47.8 ve &; = 48.1 ppm'de gbzlenen sinyaller, sirasiyla

bilesiklerin 9 numarali karbonlarina aittir. GTT-1 bilesiginin 18 numarali karbonu
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d¢ = 53.1 ppm’'de, GTT-2 bilesiginin 18 numarali karbonu 8¢ = 41.5 ppm’de rezonans
olmustur. 'H-NMR spektrumunda 3, = 2.18 d GTT-1 bilesiginin C (18) protonuna,
du=2.82 dd GTT-2 bilesiginin C (18) protonuna aittir.

Spektroskopik bulgular ursolik asit ve oleanolik asit ile uygunluk gdstermektedir. Bu
nedenle GTT-1 ve GTT-2 karigiminin ursolik asit (GTT-1) ve oleanolik asit (GTT-2)

104-107

maddelerinin bir karigimi oldugu sonucuna variimigtir

0 Ohde

7 5 ° oM

Sekil 8. Skandozit metil ester'in molekil yapisi  Sekil 9. Dafillozit'in molekl yapisi

Izole edilen bilegiklerden GTI-1 ve GTI-2 kodlu olanlarin ITK’da revelatér puskirtmeden
6nce gln 1sidinda ve UVys, ile UVags nM'lerde renksiz olmasi %1’lik vanilin/siilfirikasit
reaktifi puskurtGlap 1sitilinca 6nce renksiz, agik mavi, daha sonra koyu maviye dénen
renk vermesi, iridoit heteroziti olabileceklerini géstermistir.

Bu bilegiklerin UV spektrumlarinda 231-242 nm arasinda g6zlenmis olan absorbsiyon
maksimumlar C-4 konumlarindan substitlisyon tasidiklarini gdstermistir. Bu goéris
'H-NMR spektrumlarinda H-3 sinyalinin yaklasik 8y = 7.25-7.65 ppm aralijina kaymis
olmasi ve singlet veya kenetlenme sabiti (J) de§eri cok klglk olan dublet olarak
gbzlenmesi ile dogrulanmistir.

Iridoit bilesiklerinin 'H ve 'C-NMR spektrumlari incelendiginde bilesiklerin
monoglikozidik yapida olduklari ve oz olarak glukoz tasidiklart anlagimigtir. Anomerik
protonun kenetlenme sabiti degerinden (J = 7.8 ve J = 7.7 Hz) glukozlarin g formunda
olduklari saptanmigtir. Her iki bilesigin de glikozidasyon noktasi C-1 (OH) dir.

GTI-1 ve GTI-2 bilesiklerinin *C-NMR spektrumlarinda 8¢ = 170.3 ve 8c = 168.3
ppm’lerde gbzlenen sinyaller bu bilesiklerin karboksil fonksiyonu tasidigini gdstermistir.
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Karboksil gruplarinin metil ile esterlesmis oldugu '"H-NMR spektrumunda 8y = 3.75 ve
du= 3.74 ppm’de gbzlenen 3 proton degerindeki singlet sinyalden anlagiimaktadir.
GTI-1 bilesiginin '*C-NMR ve DEPT spektrumlarina bakildijinda 8¢ = 100.3 pprm’deki
anomerik karbon rezonansi ve 8¢ = 78.4-62.7 ppm arasindaki glikoza ait 5 sinyal ile
karbometoksi grubuna ait metil sinyali 8c = 52.1 ppm haricindeki diger rezonanslar (3C,
6CH, 1CH,) aglikonunun 10 karbonlu siklopentan-piran iskeletinden olustugunu
gdstermistir. '"H-NMR spektrumunda 8, = 7.50, 5.80, 5.19, 4.54, 3.03, 3.01 ppm’lerdeki
birer proton de§erindeki sinyaller siklopentan-piran halkasinda 6 metin, AB sistem
seklinde &, = 4.35 ve 4.20 ppm’lerdeki sinyaller 1 oksimetilen fonksiyonlarinin varhigini
gostermistir. 8y = 5.80 ppm’deki olefinik sinyal siklopentan halkasindaki H-7 igin
karakteristiktir. Spektrumda diuslk alanda gbzlenen diger sinyaller (4 = 5.19 ve
Oy = 4.54) sirasiyla H-1 ve H-6 olarak yorumlanmigtir. H-6 sinyalinin kimyasal kayma
dederi C-6 da elektronegatif bir grubun oldudunu gdstermistir. HMQC spektrumu
yardimiyla protonlarin (zerinde bulunduklan C rezonanslari yorumlanmigtir. HMBC
spektrumu ile fragmentler arasindaki baglantilar belirlenmistir.

Sonug olarak, elde edilen bulgularin literatiirde skandozit metil ester igin kayith degerler
ile uyum gobstermesi nedeniyle GTI-1’in skandozit metil ester oldujuna karar

verilmistir "%,

GTI-2 bilesiginin *C-NMR ve DEPT spektrumlarina bakildiginda 8c=100.1 ppm’deki
anomerik karbon rezonansi ve 8¢ = 77.4-61.8 ppm arasindaki glikoza ait 5 sinyal ile
karbometoksi grubuna ait metil sinyali 8.=50.6 ppm haricindeki dijer rezonanslar
aglikonunun 12 karbonlu siklopentan-piran iskeletinden olugtugunu gdstermistir.

GTI-2 bilesiginin 'H-NMR spektrumunda &y = 2.08 ppm'de gbzlenen 3 proton
degerindeki singlet sinyal asetil grubu varligina isaret etmektedir. '*C-NMR
spektrumunda 8¢ = 19.5 (CH3-C=0) ve 8¢ = 171.3 (CH;-C=0) ppm’lerde gdzlenen pikler
asetil grubu varligini dogrulamaktadir.

Olefinik H-7 sinyali 8, = 6.02 siklopentan halkasinda C-7 ve C-8 arasinda bir ¢ift bag
olduguna isaret etmektedir. H-6 sinyalinin 8y = 4.80 degeri C-6 konumunda oksijenli bir
fonksiyon oldugunu gbstermektedir. 8= 3.03 ve §y= 2.64 ppm’de gbzlenen sinyallerin
sirastyla C-5 ve C-9 a ait oldugu distntlmustir. H-1 sinyali ise 8y = 5.06 ppm'de
gbzlenmektedir.

AB sistemi seklinde &y = 4.80 ve 3y = 4.93 ppm’lerdeki sinyaller 1 oksimetilen
fonksiyonunun varligini géstermistir. HMBC spektrumunda oksimetilen fonksiyonuna ait
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protonlarla  C-7, C-8, C-9 ve COCH; arasinda gézlenen etkilesimler oksimetilen
grubunun C-8 e bagli oldugunu ve COCHj; grubunun da oksimetilene bagli oldugunu
gostermistir.

Sonug olarak elde edilen bulgularn literatiirde dafillozit igin kayith degerler ile uyum
gdstermesi nedeniyle GTI-2'nin dafillozit olduguna karar verilmistir '°11°.

Sekil 12. Rutin’in molekl yapisi

GTF kodlu bilesigin ITK analizinde giin i1siginda sar, reaktif kullanmadan énce UVas,
nm’de agik sari, UVas nm’de koyu mor, vanilin/silfurik asit pUskurtlidikten sonra
110 °C’de 1-2 dakika isitilinca énce sari-turuncu, daha sonra kahverengiye dénen renk
vermesi, amonyak buhar ile parlak sari renk vermesi flavonoit bilesigi olabilecegini
gostermigtir. Bu bilesidin UV spektrumu incelendiginde, bilesik 3-hidroksil grubu
substitlie olan flavonol yapist igin karakteristik iki absorbsiyon piki vererek [Band | (328-
357 nm) ve Band !l (240-285 nm-bir omuz)] bu disinceyi dogrulamigtir.

GTF kodlu bilesigin *C-NMR spekirumunda 27 karbon atomu tagidi§! tespit edilmistir.
Bilesigin 'H-NMR spektrumunda &,y = 5.10 (d, J = 7.8 Hz) ve 8, = 4.51 (d, J= 1.8 Hz)
ppm’lerde gdzlenen anomerik proton sinyallerinden  bilesigin diglikozidik oldugu
anlagiimaktadir. Kenetlenme sabiti degerlerinden ozlarin B-glukoz ve a-ramnoz
olduklari belirlenmistir. 84 = 1.11 ppm’de dublet seklinde g&zlenen sinyal ramnozun
sekonder metil grubuna aittir. HMBC korelasyonundan yararlanarak, glukozun aglikona
(aromatik yaptya), ramnozun ise glukoza bagli oldugu tespit edilmistir.

GTF bilesigine ait oz (initelerinin rezonanslari, *C-NMR spektrumunda belirlenen total
rezonanslardan duglldiginde geriye kalan 15 rezonans aglikonun bir flavonol
oldugunu desteklemistir. Aglikonun *C-NMR ve DEPT spektrumlarinda on kuaterner
karbon (C), bes metin karbonu (CH) tasidi§yi saptanmistir. Nitekim 'H-NMR

spektrumunda aromatik bdigedeki proton sinyalleri bu yargiy) dogrulamigtir. 8, = 6.20
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d (J=1.8 Hz) ve 8y = 6.40 d (J =2.2 Hz), her biri 1H, sirasiyla A halkasinin H-6 ve H-8
protonlarina; 8y = 7.66 d (J = 1.8 Hz), 64 = 6.86 d (J = 8.0 Hz) ve &4 = 7.60 dd
(J = 8.0/1.8 Hz), siras! ile B halkasindaki H-2', H-5' ve H-6' protonlarina aittir. 'H ve °*C-
NMR spektrumlart yardimiyla tespit edilen rezonanslar literatlir verileriyle

karsllagtirilarak GTF bilesiginin kersetol-3-O-rutinozit (Rutin) oldudu tespit edilmistir
114,115

Galium tarlerinin baslica iridoitlerce zengin olduklar bir gergektir. Bu bilegikler bitkiler
aleminde dikotiledon sinifindan Tubiflorae takiminda yer alan familyalar igin
kemotaksonomik anahtar olarak kabul edilmektedir. Dolayisi ile gerek Galium tirlerinin
gerek bu cinsin kemotaksonomisinde bu bilesiklerin esas alinmasi uygun olacaktir.
B-sitosterol ve ursolik asit Galium tirlerinden ilk kez izole edilmistir. Caligmalarimizin
bundan sonraki béliminde bilesiklerin biyolojik aktivitesi ile ilgili aragtirmalara agirlik
verilerek buttnliik saglanacaktir. Bbylece elde edilecek yeni bulgularin bilime katki
saglayacag duglntlmektedir.
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