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ONSOZ

Deniz kaynakli dogal iiriinler, 1970’lerden sonra aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmistir.
Bu nedenle, bitkisel kaynakli dogal maddelerin arastirilmasina kiyasla ¢ok yeni bir
alan sayilabilir. Yapilan caligmalar sonucunda, denizlerden pek ¢ok yeni ve biyoaktif
bilesigin elde edilmesiyle, bu alan arastirmacilarin odak noktasi olmustur. Yapilan
izolasyon ve biyoktivite ¢alismalariyla, her gecen giin, biyoaktiviteleri ile pek ¢ok

hastaligin tedavisi icin umut vadeden, yeni bilesikler izole edilmektedir.

Deniz canlilarindan yeni etken maddelerin izolasyonu, tedavi ve ekonomik ag¢idan
degerlendirilmeleri ile ilgili c¢alismalar, Avrupa iilkelerinde c¢ok daha once
baslamistir. Avrupa’da, bu konuda yapilan arastirmalarin son elli yildir siiregelmesine
karsilik, iilkemizde deniz kaynakli dogal iiriinler hakkindaki c¢alismalar son yillarda

hiz kazanmistir. Bu ¢alisma da, konusu itibariyle iilkemizde yapilan ikinci tezdir.

Tezim icin, beni bu konuya yonlendiren, c¢alismalarim sirasinda, bilgi ve
deneyimleriyle bana her konuda destek olan kiymetli hocam Prof. Dr. Belma
Konuklugil’e tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica ¢aligmalarim sirasinda yardimci olan
Farmakognozi Anabilim Dal1 6gretim liyelerine ve ogretim elemanlarina da tesekkiir

ederim.

Almanya’da beni ¢alisma grubuna kabul edip, bilgi ve imkanlarindan yararlanmami
saglayan Prof. Dr. Peter Proksch’a (Diisseldorf Universitesi), oradaki calisma
arkadaslarim Bio. Annika Putz ve Dr. Abdessamad Debbab’a tesekkiirii bir borg

bilirim.

Biyoaktivite calismalar1 sirasinda yardimlarin1 esirgemeyen, Gazi Universitesi
Farmakognozi Anabilim Dali 6gretim iiyelerinden Dog. Dr. Ilkay Orhan’a cok

tesekkiir ederim.
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Calismalarim siiresince, her konuda yardim ve destegini hissettigim Dr. Bio. Biilent
Gozcelioglu'na ve isimlerini burada sayamadigim tiim arkadaslarima tesekkiir

ederim.

Ayrica, hayatim boyunca sevgi ve destekleriyle her zaman yanimda olan sevgili

aileme siikranlarimi sunarim.

Son olarak, yiiksek lisans donemim boyunca, mali olarak beni destekleyen

TUBITAK a tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Okyanuslardaki ekolojik, kimyasal ve biyolojik cesitlilik, degisik kimyasal
bilesiklere ve farmasotik potansiyele kaynaklik etmektedir. Su ortamindaki zorlu
yasam kosullar1 deniz canlilarinin farkli yapilarda ve cok cesitli aktiviteler gosteren
kimyasal maddeler iiretmelerine sebep olmaktadir. 1970’lerin basina kadar, dogal
kaynakli iirtinler denince yalniz kara canlilarindan elde edilen {iriinler diisiiniiliirken,
deniz kaynakli iiriinlerdeki bioaktivite potansiyelinin dikkat ¢ekmesi ve dalis
tekniklerindeki gelismelerin de katkisiyla deniz canlilar1 iizerindeki caligmalar, son

yillarda hiz kazanmistir (Elyakov ve Stonik, 2003; Jain ve ark., 2008).

Ilkel canlilarda, kimyasal savunma mekanizmasi olmakla beraber, daha gelismis
canlilarda, bunun yerini fiziksel savunma mekanizmasi1 almistir. Denizde yasayan
omurgasiz canlilar ve deniz bitkileri, genellikle hareketsizdirler ve sabit bir yere
tutunarak etraflarinda akan deniz suyundan filtrasyon yoluyla beslenirler. Fiziksel
savunmadan yoksun olduklar1 i¢in, kendilerini korumak i¢in ikincil metabolitler
iretirler veya bunlar iizerlerinde yasayan mikroorganizmalardan elde ederler. Bu
ikincil metabolitler diismanlardan korunma amacindan baska, antifouling amacli,
yasam alanim1 genisletmek i¢in etraftaki canlilarin biiyiimesini baskilamak, tiremeyi

kolaylastirmak gibi sebeplerle de iiretilebilir (Thoms ve ark., 2004).

Uretilen maddeler, su ortamina verildikleri icin diliie olur. Bu sebeple, bu
metabolitlerin diisiik konsantrasyonda etkili olabilmeleri i¢in, yiiksek etkinlige sahip
olmalar1 gerekir. Bilgisayar destekli ila¢ tasarimindaki gelismelere ragmen, hala daha
tiilberkiiloz, Alzheimer, bazi kanser tiirleri, baz1 viral ve fungal enfeksiyonlar ve
bunlar gibi bir takim hastaliklara karsi yeni ve etkili bilesikler i¢in arayis devam
etmektedir (Munro ve ark.,1999, Jain ve Tiwari, 2007). Boylelikle deniz kaynakli
iiriinler, daha etkin ve secici ilaclarin hazirlanmasi konusunda biiylik onem tasir

(Faulkner, 2000; Haefner, 2003; Newman ve Cragg, 2004).

Deniz florasi, belirgin antitimor, antienflamatuvar, analjezik, immunomodulator,
antiviral aktivite gosteren pek cok etken maddenin kaynagidir (Newman ve Cragg,

2004). 1951 yilinda Bergmann ve Feeney adli arastirmacilarin Cryptotethya crypta



cinsi siingerden biyoaktif arabino-niikleositleri izole etmeleri, deniz kaynakl
triinlere ve bu lriinlerin terapdtik potansiyeline dikkat cekti. Zamanla gelisen
teknikler sayesinde de giiniimiize kadar pek ¢ok madde izole edilmistir (Munro ve
ark., 1999). Bu maddelerden, ila¢ piyasasina girenler olmakla birlikte bazilarinin
klinik calismalar1 devam etmektedir. Ornegin; Ecteinascidia turbinata’dan (tulumlu)
izole edilen “ecteinascidin” adli bilesik, antikanser etkili olup, bu bilesigin faz 3
klinik caligmalar1 devam etmektedir. Deniz salyangozu Conus magus’tan elde edilen
“ziconotide” de faz 3 klinik calismalar1 devam eden, agr1 kesici etkili bir bilesiktir.
Ayrica endiistride, tedavi amacinin yaninda, kozmetik, gida katki maddesi, kimyasal
tarim maddesi olarak kullanilanlar da bulunmaktadir (Kijjoa ve Sawangwong, 2004;

Van Minh ve ark., 2005).

Deniz canlilar terapétik olarak degerli olanlar yaninda zehirli maddeler de iiretirler.
Bu toksik maddelerden pek cogu denizdeki mikroorganizmalar tarafindan iiretilir,
ancak besin zinciri dolayisiyla diger deniz canlilarinda birikim gosterir. Deniz
kaynakli gidalarin sebep oldugu zehirlenmeler g6z 6niine alindiginda bu maddelerin

tayini de sosyal acidan biiyiik onem tasimaktadir.

Deniz kaynakli iiriinler iizerinde yiiriitiilen ¢alismalar, son yirmi yilda, bu iiriinlerin
tedavi degeri iizerine yogunlasmistir. Ilac olarak kullanilabilecek molekiillerin
bulunacagim1 garantilemek miimkiin olmasa da, izole edilen pek cok bilesik, bu
konuda umut vaat etmektedir (Bhakuni ve Rawat, 2005). Ancak, deniz canlilariyla
yapilan c¢alismalarda karsilagilan bir problem, klinik calismalar icin yeterli
materyalin elde edilememesidir. Karmagik molekiillerin veya deniz kaynakh
triinlerin daha basit yapili analoglarinin sentezine olanak saglayan yontemlerin
stirekli olarak gelistirmesi ve su kiiltiirii bu soruna ¢oziim olarak getirilebilir, ayrica
omurgasiz hiicrelerinin doku kiiltiiriiniin miimkiin olup olmadig1 {iizerinde de
arastirmalar siirmektedir (Faulkner, 2000). Biyoaktivite gosteren bazi maddelerin,
deniz canlilar1 iizerinde yasayan mikroorganizmalar tarafindan iiretildigi
diisiiniiliirse, endiistriyel boyutta iiretim sorununun, fermentasyon yoluyla ¢éziimii de

miimkiin goriilmektedir (Van Minh ve ark., 2005).



Okyanuslardaki pek c¢ok sube arasinda farmakolojik olarak aktif bilesikler
bakimindan en zengin kaynaklar bakteriler, mantarlar, bazi algler, siingerler,
mercanlar, deniz yumusakcalari, tunikatlar ve bryozoalardir (Faulkner, 2000). Ikincil
metabolitlerin cesitliligi bakimindan degerlendirildiginde, siingerler deniz canlilar

arasinda 6ne ¢ikmaktadir (Proksch, 1994; Jain ve Tiwari, 2007).

Diger
Cnidarian 1.5

Echinoderm

32%

Azcidian : .
Mikroorganizma

umuzakca

Shnger

Sekil 1.1. Deniz kaynakli iiriinlerin elde edildigi kaynaklarin yiizde olarak dagilimi (Elyakov ve
Stonik, 2003).

1.1. Siingerlerin Genel Yapis1

Stingerler (Porifera), yaklasik 500-600 milyon yil 6nce Paleozoik zamanda olusmus
cok hiicreli, ilkel canllardir. Eumetazoalardan diizenli gelismis dokular
olmamasiyla ayrilirlar. Stingerlerin pek ¢ogu denizde yasamakla birlikte, tatli suda

yasayan tiirleri de bulunmaktadir.

Viicutlari, iceride bir kanal sistemi olusturan deliklerle (por) kaplidir. Bu kanallar
“oskula” adi verilen acikliklar ile sonlanir. Kanallar icinden siirekli su akisi olur ve
stinger su icindeki bakteriler, mikroalgler, organik artiklar1 fagosite ederek beslenir.
Siingerler diinya {izerinde genis bir yayilim gosterirler. Cok cesitli su ortamlarina

adapte olmuslardir. Boyut, sekil ve renkleri de cesitlilik gosterir. Bazilar1 2 metreden



daha biiytik olabilirken, bazilar1 birka¢ milimetre boyutunda olabilir. Bazi siingerler
kaya oyuklar1 veya magara icleri gibi goriinmeyen yerlerde yasarken, bazilar acikta
ve dikkat cekici renklerde olabilir. Sekil olarak; vazo, kadeh, boru gibi 1sinsal
simetrili veya simetrisiz olabilirler. Bazi siingerler yumusak dokular1 icinde
yerlesmis silika veya kalsiyum karbonat yapisinda spikiiller tasir, ancak bazilar1 buna
benzer bir morfolojik yapr gelistirmemistir. Bu siingerlerde spikiil yerine “sponjin”

adi1 verilen protein yapili lifler bulunur (Proksch, 1994; Demirsoy, 2005).

Erginleri hareketsizdir ve kayalar, hayvan kabuklar1 ve buna benzer sert zeminler
lizerinde veya zemine yapisik bicimde yasarlar. Silli larvalar serbest yiizerek agiz
bolgesiyle sabit bir yere tutunup, agizlarini ortadan kaldirirlar. Viicutlarinda solunum
ve beslenme kanal1 ile kismen eseysel hiicrelerin atilimi saglayan kanala binlerce por
acilir. Siingerler organizasyon basitligine uygun olarak, yiiksek bir yenilenme

yetenegi gosterirler.

Sitingerlerde, diger cok hiicreli canlilarda oldugu gibi, organ olusumu ve gercek
dokular olmadigi icin, siingerler eski doga bilimciler tarafindan bitkiler alemine dahil
edilmistir. 1765 yilinda siingerlerin i¢ yapisinin agiga kavusmasiyla hayvanlar

alemine dahil oldugu saptanmistir (Demirsoy, 2005).

1.2. Siingerlerin Viicut Yapisi

Stingerlerin viicut yapisi; epidermis, gastrodermis, mesogloea olmak {iizere ii¢

tabakada incelenir.

1.2.1. Epidermis (Dermal Tabaka / Ektoderm / Pinakoderm / Ortii Tabakasi)

Bu tabaka, yassi ve silsiz olan, “pinakosit” ad1 verilen hiicrelerden olusmustur. Viicut
yiizeyini ve bazi bosluklarin (sikon ve 16kon tipi siingerlerde oskulum boslugu ile

getirici ve gotiiriicti kanallarin) ¢eperlerini sararlar.



Pinakositler, bulundugu yer ve sekilleri itibariyle ii¢ gruba ayrilir;

1) Eksopinakositler: Viicudun cogunu kaplayan, genellikle T sekili hiicrelerdir.
2) Endopinakositler: Viicuttaki kanallarin i¢ini kaplayan, genellikle yassi yapili
hiicrelerdir.

3) Bazopinakositler: Viicut epitelini olusturan, filopod yapil1 hiicrelerdir. Kollojen ve

polisakkarit salgilayarak viicudun yiizeylere tutunmasini saglarlar.

Baz1 siingerlerde, pinakositler arasinda belli araliklarla, yer yer kasilgan 6zellikli

“porosit” denen hiicrelerle ¢cevrilmis porlar bulunur.

Stingerlerde dis Ortiiniin altinda subdermal bosluk vardir. Yumusak yapili i¢ kisma

ait iskelet elemanlar ile desteklenen dis ortii, mesogloeay: sarar (Demirsoy, 2005).

1.2.2. Gastrodermis (Gastral Tabaka / Endoderm / Choanoderm)

Bu tabaka, “koanosit” adi verilen kamg¢ili yakali hiicrelerin yan yana gelmesiyle
olusmustur. Koanositler, mikrofagositoz ve pinositoz yapabilir. Viicut igi
bosluklarinin i¢ kisimlarini (akson tipi siingerlerde oskulum boslugu, sikon tipi

stingerlerde radyal tiipler, 16kon tipi siingerlerde kamg¢ili odaciklar) ¢evrelerler.

Gastral tabaka hiicreleri, kam¢1 hareketi ile suyun devamli hareketini saglayarak
solunum suyunun degisimini saglar. Bu hiicrelerin diger bir gorevi de, hareket eden

suyun i¢indeki besin maddelerini alarak sindirmektir (Demirsoy, 2005).

1.2.3. Mesogloea

Epidermal ve gastral tabaka arasinda, bag dokusu gorevi goren, jelatinimsi bir

matriks olan mesogloea bulunur. Siinger yapisinin en kapsamli kismini olugturmakla



birlikte baz1 geng siingerlerde bu tabaka ¢ok incedir, Oscarella’da ise baslangicta hic

bulunmaz.

Bu tabakanin ana maddesi i¢inde; kollojen lifler ve degisik yapilarda, heniiz
siniflandirilmamig sabit veya gociicii hiicreler (arkaeosit / amebosit) bulunur.
Hareketli ve fagositoz yetenegi olan arkaeositler, viicudun yenilenmesinden
sorumludurlar. Siingerlere renklerini, bu hiicrelerdeki pigmentler verir. Kiit yalanci
ayakli, biiyiik ve belirgin ¢ekirdeklidirler. Farklilasmamis embriyonal hiicreler olarak

kabul edilir ve zaman zaman diger hiicrelere doniisebilirler. Bu hiicreler;

Kollensitler: Yalanci ayaklar ince ve dallidir. Kendilerini saran kollojeni salgilarlar.
Lofositler: Hareket eden hiicrelerin arkasinda kuyruk gibi uzanan kollojenleri
tiretirler.

Spongositler: Grup halinde, birlikte yasayan siingerleri birbirine baglayan, “sponjin”
denen bir madde salgilarlar. Bu madde kollojen yapilidir ve %14 iyot icerir. Banyo
siingerlerinde de bu maddenin olusturdugu kisim kullanilir.
Sklerositler: Spikiilleri olusturur ve sonra parcalanir.
Miyositler: g seklinde, genelde viicudun deliklerinde (oskulum ve porlar cevresinde)
siralanarak sfinkter olusturur ve bu deliklerin acilip kapanmasini diizenlerler.
Kasilgandirlar, mikrotubuluslari ve fibrilleri icerirler.
Tesositler: Depo hiicreleri olarak gorev yapan bu hiicreler, esey hiicreleri yaninda,
graniilleri, kiirecikleri, pigment cisimlerini veya bosaltim artiklarin1 da icerirler

(Demirsoy, 2005).

1.3. Viicut Tipine Gore Siingerlerin Siniflandirilmasi

Bu konudaki gruplandirma, siingerlerin icindeki sistemin karmasikligina gore yapilir.

Askon tipi, sikon tipi, I6kon tipi ve silleibid tipi olmak iizere dort tipe ayrilir.



1.3.1. Askon Tipi Siingerler

En basit ve ilkel tipteki bu siingerlerin viicudu radyal simetrili vazo seklindedir.
Ortadaki genis “oskulum boslugu’nun (gastral bosluk) etrafin1 ince bir ¢eper kaplar.
Bu ceper, gastral ve dermal tabakalardan olusur. Gastral tabaka, oskulum boslugunun
etrafin1 sarar. Siingerin yere baglandig1 kapali dip kismin zit istikametindeki biiyiik
delige “oskulum” adi verilir. Siingerin viicut yiizeyini kaplayan tabaka olan dermal
tabaka da ¢ok sayida por bulunur ve bu porlarin her biri, bir porositin icinden gegen
kanalin disar1 acildig1 birer delikciktir. Bu kanallarin diger ucu oskulum bogluguna

acilir.

Su, porlardan oskulum bosluguna girer ve gastral tabakadaki kamcili hiicrelerin
siirekli hareketi sayesinde oskulumdan disar1 atilir. Su, bu daimi hareketi esnasinda

gectigi yerlere besin ve oksijen tasirken metabolizma artiklarini alarak disar atar.

Askon tipi siingerler, yalmz kalkerli siingerlerden Asconidae familyas: ile diger
stingerlerin “olintus” adi verilen genclik evrelerinde goriiliir. Bu tip siingerler

yaklasik 2 milimetre capindadirlar (Demirsoy, 2005).

1.3.2. Sikon Tipi Siingerler

Vazo seklinde, radyal simetrili viicutta, oskulum boslugu terminal bir oskulumla
disart acilir. Yalniz viicut ¢eperi askon tipi siingerlerdeki gibi diiz degil, kivrimhdir.
Bu kivrimlar oskulum boslugu etrafinda “radyal tiipler” ad1 verilen yiiksiik seklinde
radyal c¢ikintilar olusturur. Bu tip siingerlerde koanositler yalniz radyal tiiplerin
ceperlerinde bulunurken, ana bosluk pinakositlerle cevrelenmistir. Viicudun dis
kisminda, radyal tiiplerin kapali uclart arasinda kalan acikliklara “ostiyum”,
buralardan girilen araliklara da “getirici kanallar” denir. Getirici kanallar ve biiyiik
oskulum ceperleri dermal epiderm ile ortiiliidiir. Radyal tiiplerin oskulum boslugu ile
iliskili oldugu yerlere “i¢ ostiyum” veya “apopil” adi verilir. Getirici kanallarla

radyal tiip arasindaki ceper kisminda ¢ok sayida bulunan porlara da “prosopil” denir.



Su, dermal ostiyumlardan viicuda girerek getirici kanallar, prosopiller, radyal tiipler,

apopiller, oskulum boslugundan gecer ve sonra oskulumdan atilir.

Sikon tipi siingerler, viicut ¢eperinin kivrimlanmasi sebebiyle ardisik radyal tiip ve
getirici kanallarin olusumu ve gastral tabakanin tek parca olmak yerine odaciklara,

yani radyal tiiplere, boliinmiis olmasi ile askon tipi siingerlerden ayrilirlar.

Sikon yapr tipi iki sekilde gozlenebilir. Birincisi, 6zellikle Sycandra’da rastlanan ve
yukarida bahsedilen oOzellikleri tamamiyla tasiyan tiptir. Bunlarda, siingerin dis
yiizeyini olusturan radyal tiiplerin kapali uclar1 arasinda kalan agikliklar ostiyum
gorevi yapar. Ikinci sekilde, dermal tabaka viicudun disin1 érten bir “korteks (kisir)”
olusturdugu i¢in ostiyumlar bulunmaz. Epidermiste, getirici kanallarla baglantili
porlar acilir. Az cok diizensiz bir yol izleyen getirici kanallar, radyal tiiplere

varmadan dallanir ve “subdermal bosluk™ ad1 verilen biiyiik bosluklar olusturur.

Siklon yapr tipi, kalkerli siingerlerden Syconidae familyasinda tipik olarak goriiliir

(Demirsoy, 2005).

1.3.3. Lokon Tipi Siingerler

Siingerlerin biiylik kisminda bu tip goriiliir. Viicudu daha iri olanlarda, ortadaki
bosluk odaciklara boliinmiistiir. Bu odaciklar, kiire veya yumurta seklinde olup,
kamcili hiicrelerle astarlanmistir. Bu tip yapidaki siingerlerin ¢ogunda oskulum
boslugu bulunmaz. Viicut ylizeyi dermal porlarla kaplanmis epidermisle ortiiliidiir.
Dermal porlar, mezensim icinde diizensiz dallanig getirici kanallarla birlesir veya
subdermal bosluklara agilir. Getirici kanallarin kamg¢ili odaciklara acildig1 yerlere
“prosopil”, kamc¢ili odaciklarin gotiiriicii kanallara baglandigr acgikliga da ““apopil”
ad1 verilir. Gotiiriicii kanallar birbirleriyle birleserek ilerler ve sonunda en biiyiik
kanal oskulum aracilifiyla disar1 agilir.Viicut ceperinde, kamgili odaciklarin
bulunmadigr dis kisma “ektozom (kisir)”, kamc¢ili odaciklarin bulundugu i¢ kisma

“endozom” denir.



Dermal porlardan viicuda giren su, subdermal bosluklar, getirici kanallar, prosopiller,
kamg¢ili odaciklar, apopiller, gotiiriicti kanallardan gecerek en sonunda oskulumdan

cikar.

Lokon tip siingerler 6zellikle, gastral tabakanin sadece kiiciik, yuvarlak odaciklardan
olugmasi, mezensimin ¢ok kalin olmasi, getirici ve gotiiriicii kanallarin karmasik bir

yap1 gostermesi ile diger tiplerden ayrilir (Demirsoy, 2005).

1.3.4. Silleibid Tipi Siingerler

Bu yap1 tipinin, sikon tipinden tiiredigi diisiiniilebilir. Sikon tipindeki c¢eperde
girintiler olmasiyla oskulum boslugu etrafinda, duvarlari radyal tiiplerle kaplh

girintiler meydana gelmistir.

Silleibid yap1 tipi, kalkerli siingerlerden Sylleibidae ile silisli siingerlerden

Triaxonida takiminda goriiliir (Demirsoy, 2005).

1.4. iskelet

Oscarella, Halisarca, Chondrosia disindaki siingerlerde iskelet sistemi olarak

“spikula (sklerit/iskelet igneleri)”, “sklere (iskelet plaklar1)”, “sponjin lifleri” veya

bunlarin kombinasyonundan olugsmus bir yap1 bulunur.

Organik bir eksenle, bunun etrafinda birikmis, CaCO; ya da SiO, gibi anorganik
maddelerden olusan spikiiller, sklerositlerin iiriiniidiir. Genelde basit bir igne veya bir
noktadan 1sinsal olarak yayilan bir¢ok igne halindedir. Cok c¢esitli sekillerde
goriilebilir (Igne, hag, kiire, yildiz vb). Silisli siingerlerde ya ayrica bir sponjin

“spongiolin” iskeleti bulunur, ya da bu iskelet silis iskeletin yerini tamamen alir.



Iskelet ya da destek ignelerine “megasklerit” adi verilir. Bu yapilar siingerin ana
iskeletini olusturarak siingere asil seklini verirler. “Mikrosklerit” denilen yumusak
doku igneleri ise, megaskleritler arasinda, tek tek veya gruplar halinde bulunur. Bu

igneler, yigilan maddelerle ana iskelete baglanabilir.

Bilesimi kollojene benzeyen sponjin lifleri, dalli veya ag seklinde siralanarak sponjin

iskeleti olustururlar. Bazi siingerlerin iskeleti yalniz sponjin liflerinden olusur.

Siingerde iskelet hiicreleri, mezensim i¢inde bulunan “skleroblast™ (kalkerli ve silisli
spikiilleri salgilar), ve “sponjioblast” (sponjin liflerini salgilar) adi verilen hiicreler

tarafindan meydana getirilir (Demirsoy, 2005).

1.5. Sinir Sistemi ve Duyu Organlari

Son zamanlarda gerek 1s1k ve elektron mikroskobunda yapilan gozlemler, gerekse
histokimyasal incelemeler siingerlerde integrasyon (sinirsel diizenleme) sisteminin
varligin1 kanitlamistir. Tepkiler lokaldir ve sinir hiicresi olarak kabul edilen hiicreler
5-hidroksitriptamin, adrenalin, noradrenalin, monoaminoksidaz, asetilkolin esteraz
veya norosekretinler icerir. Transmitterlerin ameboyit hiicrelerle tasindigi

diistiniilmektedir.

Siingerlerde duyu orgami saptanmamistir (Demirsoy,2005).

1.6. Ureme ve Gelisme

Siingerler, hem eseyli hem de eseysiz ¢ogalabilirler.

Eseyli Ureme: Siingerlerin cogu ayr1 eseyli; onemli bir kismi1 da hermafrodittir.
Eseyli iireme, mesogloeada, arkeositler tarafindan olusturulan esey hiicreleri

araciligiyla olur.
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Eseysiz Ureme: Siingerlerde cogunlukla eseysiz iireme (tomurcuklanma ya da
tamamlanan boliinmeler) goriiliir. Eseysiz iireme sonunda, genelde koloniler
olustururlar, ancak birkag¢ siingerde (Lophocalyx ve Donatia) tomurcuklar anadan

ayrilir (Demirsoy, 2005).

1.7. Yasam Ortamlar1 ve Yasam Tarzlan

1.7.1. Beslenme Ozellikleri

Siingerler, cok kii¢iik organizmalar ve deniz dibindeki organik tortularla beslenirler.
Siingerlerin hemen hepsi dermal porlardan gecebilecek kadar kiiciik maddeleri (%80)

ve bakteri ile tek hiicrelileri (%20) besin olarak alirlar.

Biiyiik besin parcalart (5-50 mikron) akis kanallarindaki hareketli arkeositler
(pinositler) tarafindan alinirken, kiiciik besin parcalar1 ( 5 mikrondan daha kiigiik)
koanositler tarafindan alinir. Arkeositler, besin pargaciklarini i¢lerinde sindirirler.
Koanositleri nispeten biiyiik olan kalkerli siingerlerde besin maddeleri, su akimiyla
gastral bosluga gelir ve sitoplazmik hunilere yapisir. Buradan koanositlerin
sitoplazmasina gecen besin, hiicre i¢inde kismen veya tamamen sindirildikten sonra
gastral tabakaya yaklasan amebositlere gecerek bunlar aracilifiyla viicudun her
tarafina dagilir veya besin deposu gorevi yapar. Koanositleri kiiciik olan diger
stingerlerde besin maddeleri koanositler icinde muhtemelen hi¢ sindirilmeden

amebositlere gecer. Bu durumda, sindirim tamamen amebositlerde gerceklesir.

Siingerler, viicutlarinin belli kisimlarindaki (6zellikle ince derili borularinin ve
oskulumlarinin i¢ ve dis duvarlarinda bulunan) kasilgan 6zellikli ortii hiicreleri ile su
akimim diizenlerler. Sindirim ve metabolizma atiklar1 dogrudan suya verilir. Tatl1 su
siingerlerinin hiicrelerinde bulunan 1-2 vurgan (kontraktil) koful tarafindan su

miktar1 diizenlenir (Demirsoy, 2005).
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1.7.2. Diger Ozellikleri

Stingerler, cogunun spikiillerle kapli olmast yaninda lezzet ve kokularinin
begenilmemesi sebebiyle diger canlilar tarafindan besin maddesi olarak alinmazlar.
Ancak sesil ve porlu yapida olduklar icin pek cok canliya konaklik ederler. Bir¢cok
slingerin icine, su akiminin gectigi yerlerde, degisik hayvanlar (6zellikle halkali

solucanlar ve kabuklular) yerlesir.

Genelde dokular tarzinda birbirine bagli olmayan viicut hiicreleri, fizyolojik
bakimdan da birbirine bagimli olmadiklarindan belli islevler icin 6zellesmis organlari

yoktur.

Siingerlerin, gercek doku ve organlarinin olmamasi, kasilgan hiicreler haricinde kas,
sinir ve duyu hiicrelerinin bulunmayisi, sindirimlerinin intraselliiler olarak ilkel bir
sekilde gerceklesmesi gibi Ozellikleri en basit ¢ok hiicreliler olduklarini gosterir

(Demirsoy, 2005).

1.8. Morfolojik ve Anatomik Ozellikler

1.8.1. Sarcotragus spinulosus’un Sistematikteki Yeri

Alem: Hayvanlar Alemi

Alt Alem: Spongiaria

Sube: Porifera

Alt Sube: Cellularia

Sinif: Demospongiae

Takim: Dictyoceratida

Aile: Irciniidae

Cins: Sarcotragus Schmidt, 1862

Tiir: Sarcotragus spinulosus (Schmidt, 1862)

12



Diger Isimleri (sinonim): Filifera (Sarcotragus) spinosula (Schmidt, 1862)
Ircinia foetida (Schmidt, 1862)
Ircinia spinosula (Schmidt, 1862)
Sarcotragus spinosulus (Schmidt, 1862)

(MarBEF Data System. Erisim Tarihi: 08.01.2009)

1.8.2. Demospongiae Stmfinin Ozellikleri

Calcarea, Hexactinellida ve Demospongiae olarak ii¢ sinifa ayrilan siinger subesinde,
Demospongia cesitliligi en ¢ok olan simiftir. Bu siniftaki siingerlerin iskeletleri
sponjin fibrillerden, silis yapili spikiillerden veya bunlarin kombinasyonundan olusur

(Oscarella hari¢) (University of California Museum of Paleontology — UCMP).

Demospongiae simnifi, on takimda yaklasitk 4750 tiiri kapsar. Denizde orta
derinlikteki bolgelerden deniz diplerine kadar yayilim gosterir. Bu smifa ait, tath

suda yasayan tiirler de bulunur.

Demospongiae iiyesi siingerler asimetriktirler ve birka¢ milimetreden 2 metreye
varan boyutlarda olabilirler. Ince kabuk baglanis sekilde, yumru halinde, parmaks1
uzantili veya vazo seklinde olabilirler. Amebositlerindeki pigmentler sayesinde,

genellikle parlak sari, turuncu, kirmizi, mor, yesil gibi ¢arpici renklere sahiptirler.

Ekonomik ac¢idan onemli olan banyo siingerleri bu smifa dahildir. Bu siingerler
dogadan toplanabildigi gibi ticari amagla da yetistirilir, renginden kurtarilip piyasaya

sunulur. Bu siingerlere yumusaklik ve emiciligi sponjin kazandirir (Wheeler, 2001).
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1.8.3. Irciniidae Familyasimin Ozellikleri

Bu familyadaki siingerler degisik sekillerde olabilir (Ornegin; lamelli, yumru
seklinde, parmaksi uzantili). Yiizey genellikle konuloz olmakla beraber mikro-
konuloz, tuberkiillii veya piiriizsiiz de olabilir. Irciniidae familyasindaki siingerler,
tek merkezli ince katmanlardan olusan primer ve sekonder fibriller tasir. Primer
fibrillere genellikle yabanci yapilarla birlesik sekilde bulunurken, ikincil fibrillerde
boyle bir durum yoktur. Fibril yapili iskeleti tamamlayan genislemis sponjin
filamentlerinin bulunusu, Irciniidae familyasina 6zgii bir ozelliktir. Bu sponjin

filamentler sebebiyle siingeri parcalamak zordur (Hooper ve Van Soest, 2002).

1.8.4. Sarcotragus (Schmidt, 1862) Cinsinin Ozellikleri

Bu cins siingerler iizerinde kabuksu yapi1 bulunmayan konuloz yiizeye sahiptir.
Iskelet, birincil ve ikincil fibrillerle, ince sponjin filamenlerinden olusur. Primer
fibriller, 1ig veya demet seklinde bulunur. Bu siingerler, mezensimlerinde bulunan

filamentlerin yogunlugu sebebiyle sert yapilidir (Hooper ve Van Soest, 2002).

1.8.5. Sarcotragus spinulosus’un (Schmidt, 1862) Tiir Ozellikleri

Bu tiir siingerler iri, diizenli, genellikle kiiresel veya loblu yapidadir. Dis kismi
siyahtan griye kadar ¢esitli renklerdeyken, i¢ kismi beyaz renklidir. Oskulalar siinger
yiizeyinde dagmik halde bulunur. Iskelet, ince tabakali fibrillerden olusmustur.
Primer fibriller 90-180 mikrometre, sekonder fibriller 50-100 mikrometre ¢apindadir.
Sik1 ve bir dereceye kadar sikistirilabilir yapidadir (Hooper ve Van Soest, 2002).
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1.8.6. Diinya Uzerinde Yayihs

Sarcotragus spinulosus, Zlarin Adasi, Adriyatik, Akdeniz, Avusturalya ve Yeni

Zelanda cevresinde yayilis gosterir (Hooper ve Van Soest, 2002).

Sekil 1.2°de Sarcotragus spinulosus’un diinya tizerindeki yayilis1 gosterilmistir.

L
Sekil 1.2. Sarcotragus spinulosus’un diinya tizerindeki yayilisi (MarBEF Data System. Erigim Tarihi:

08.01.2009).

1.8.7. Tiirkiye Denizlerinde Bulunan Sarcotragus tiirleri

Tiirkiye Denizlerinde Sarcotragus cinsine ait olarak Sarcotragus fasciculatus (Pallas,
1766), Sarcotragus foetidus (Schmidt, 1862) ve Sarcotragus spinulosus (Schmidt,
1862), tiirleri yasamaktadir (Almanya’dan gelen teshisler; Okus ve ark., 2007).
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1.8.8. Sarcotragus spinulosus’un Tiirkiye Denizlerindeki Yayilisi

Sarcotragus spinulosus Tiirkiye denizlerinde Akdeniz ve Ege’de bulunmaktadir.
Yapilan dalislar arazi ¢alismalar1 (dalislar) sirasinda Hatay (Suriye sinir1), Mersin
(Tasucu), Antalya (Merkez, Kemer, Tekirova) Mugla (Turgutreis, Fethiye), Balikesir
(Ayvalik) lokalitelerinde gozlenmis, fotograf cekilmis ve Ornek elde edilmistir.
Ayrica Datca, Gokova ve Fethiye Korfezindeki biyogesitlilik icerisinde tespit
edilmistir. Sarcotragus spinulosus Akdeniz ve Ege’de kayalik ya da sert zemine
sahip (batik iizerinde) yerlerde yasamaktadir. Yapilan dalislar sirasinda 40 metreye

kadar olan uygun habitatlarda bu tiire rastlanmustir.

Sekil 1.3’te Sarcotragus spinulosus’un Tiirkiye denizlerindeki yayilis1 gosterilmistir.

“\/_v‘

Sekil 1.3. Sarcotragus spinulosus’un Tiirkiye denizlerindeki yayilist

1.9. Sarcotragus spinulosus’tan Izole Edilen Bilesikler

Yapilan literatiir arastirmalarinda, Sarcotragus spinulosus cinsi siingerlerden etkili
bilesiklerin izolasyonu ile ilgili yapilan calismalarda, bu cinste hidrokinon yapisi
tasiyan bilesiklerin (siilfatl tiirevleri ve benzokinonlar da dahil olmak iizere) major

olarak bulundugu goriilmiistiir.
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Yapilan biyoaktivite ¢alismalarinin cogunda da aktiviteden sorumlu maddeler olarak

hidrokinon tiirevleri etkili bilesikler olarak saptanmistir.

1.9.1. izopren Yapisi Tasiyan Bilesikler

Ponomorenko ve arkadaslar1 (1998), yaptiklar ¢calismada geranil farnesil aseton izole
etmistir. Izole edilen bu bilesigin, biyomembranlarm yapisal bir elemani olan
sterolleri tasimayan Sarcotragus spinulosus cinsi siingerlerde, bu eksikligi gidermek

amaciyla iiretilen bir ikincil metabolit oldugu diisiiniilmektedir.

1.9.1.1. Benzokinon ve Hidrokinon Yapisi da Tasiyan Bilesikler

Bu cins siingerlerde major bilesikler olarak tespit edilen hidrokinon tiirevlerinin, ayni
zamanda sitotoksik, antiviral, antimikrobiyal, antienflamatuvar aktivite gibi pek cok

biyolojik aktiviteden de sorumlu oldugu goriilmiistiir.

Yapilan calismalarda, Sarcotragus spinulosus’tan izole edilen ve hidrokinon yapisi

tasiyan bilesikler asagida gosterilmistir.
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Cimino ve arkadaslarinin 1972 yilindaki c¢alismalarinda 2-hekza-, hepta- ve
oktaprenil-1,4-benzokinon izole edilmis; Gil ve arkadaslarinin (1995) yaptig bir

calismada ise 2-hepta- ve oktaprenil-1,4-benzokinon elde edilmistir.

0
P~ H n=6: 2-hekzaprenil benzokinon
n=7: 2-heptaprenil benzokinon
n n=8: 2-oktaprenil benzokinon
o}

Cimino ve arkadaslarinin (1972), De Rosa ve arkadaslarinin (1994), Hellio ve
arkadaslarinin  (2005) yaptig1 c¢alismalarda, fonksiyonel grup tasimayan prenil

hidrokinonlar izole edilmistir.

OH
n=1 (De Rosa ve ark., 1994) n=6 (Cimino ve ark., 1972)
= H n=2 (De Rosa ve ark., 1994) n=7 (Cimino ve ark., 1972)
n=3 (De Rosa ve ark., 1994) n=8 (Cimino ve ark., 1972)
n n=4 (Hellio ve ark., 2005)
OH

Cimino ve arkadaslar1 (1972), De Rosa ve arkadaslar1 (1995), Gil ve arkadaslar
(1995), Hellio ve arkadaglarinin (2005) yaptigi calismalarda, 2-(19-hidroksimetil)-

oktaprenil-1,4-hidrokinon (Hidrokinon C) izole edilmistir.
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Stonik ve arkadaslarimin (1992) bir calismasinda, sarkohidrokinon siilfatlar izole

edilmistir.
OR;
Sarkohidrokinon siilfat A: R;=H, R,=SO;Na, n=6
= H (Hekzaprenilhidrokinon sodyum monosiilfat)
Sarkohidrokinon siilfat B: R;=R,=SOs;Na, n=7
n (Heptaprenilhidrokinon sodyum monosiilfat)
Sarkohidrokinon siilfat C: R;=SO;Na, R,=H, n=8
(Oktaprenilhidrokinon sodyum monosiilfat)
OR,

De Rosa ve arkadaslarinin 1995 yilindaki ¢alismalarinda 2-poliprenil hidrokinon

siilfatlar izole edilmistir.

OH

R=SO;Na, n=7
H 3 )
F R=SO;Na, n=8

OR

Aym calismada, 2-(19-hidroksimetil)-oktaprenil-1,4-hidrokinon sodyum siilfat da

izole edilmistir.
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2005 yilinda, Tziveleka ve arkadaslarinin c¢alismasinda, 2-(19-hidroksimetil)-

heptaprenil-1,4-hidrokinon izole edilmistir.

1.9.1.2. Kromen Yapis1 da Tasiyan Bilesikler

Kromen yapisi tasiyan bilesikler, Sarcotragus spinulosus tiirii siingerlerde minor

bilesik olarak bulunmaktadir (Tziveleka ve ark., 2005).

Bu tiir siingerlerdeki kromen yapis1 tagiyan bilesikler asagida gosterilmistir.

Stonik ve arkadaglarinin (1992) calismalarinda bes, alti1 ve yedi izopren diinitesi
tasiyan ii¢ sarkokromenol siilfat tiirevi bilesik izole edilmistir. Ancak bu
bilesiklerden, sarkokromenol siilfat B ve C, sarkohidrokinon B ve C ile karisim

halinde elde edilebilmistir.

Sarkokromenol siilfat A: R=SOj3, n=5
Sarkokromenol siilfat B: R=SO;, n=6
Sarkokromenol siilfat C: R=SO;, n=7
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Ayni calismada, 2,2-dimetilkromenol izole edilmistir.

Utkina ve arkadaslarinin 2004 yilindaki calismasinda 2-metil-2-pentaprenil-6-
hidroksikromen elde edilmis; Tziveleka ve arkadaglarinin 2005 yilinda yaptiklari
calismada ise, 2-metil-2-pentaprenil-6-hidroksikromen  yaninda  2-metil-2-

hekzaprenil-6-hidroksikromen bilesikleri izole edilmistir.

n=5: 2-metil-2-pentaprenil-6-hidroksimen
n=6: 2-metil-2-hekzaprenil-6-hidroksimen

Tziveleka ve arkadaslar1 tarafindan, 2005 yilinda yapilan c¢alismada, 2’-[28-

hidroksi]hekzaprenil-2’-metilkromenol izole edilmistir.
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1.9.1.3. Furan Yapisi da Tasiyan Bilesikler

Sarcotragus spinulosus cinsi siingerlerde bu tiir bilesiklere, hidrokinon tiirevleri
kadar sik rastlanmasa da minor bilesik olarak bulunurlar. 1972 yilinda Cimino ve

arkadaslari tarafindan ii¢ tane prenile furan tiirevi bilesik izole edilmistir.

X H n=4 (Furospinosulin 1)
/ \ n=5 (Furospinosulin 2)
n n=6 (Furospinosulin 3)

Ayni calismada, difurospinosulin adli bilesik de izole edilmistir.

1.10. Sarcotragus spinulosus’un Biyolojik Aktiviteleri

Yapilan calismalarinda, Dictiyoceratida takiminda bulunan siingerlerde sitotoksik ve
antibakteriyel aktivitenin yaygin goriildiigii saptanmistir. Bu takima dahil
Sarcotragus cinsi siingerler ile yapilan calismalarda da su biyoaktiviteler tespit
edilmistir: Antiviral, antitimor, sitotoksik, antimitotik, antibakteriyal, antifungal
(izositrat liyaz enzim inhibisyonu), antienflamatuvar, protein tirozin kinaz
inhibisyonu, Na', K'-ATPaz inhibisyonu (Barrow ve ark., 1988; Uriz ve ark., 1992;
Fuller ve ark., 1994; Bifulco ve ark.,1995; Wakimoto ve ark.,1999; Wang ve ark.,

2008). Sitotoksik aktivite ile 1ilgili yapilan c¢alismalarda; bu cins siingerlerde
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sitotoksik etki gosteren, gliserolipitler, indol alkaloitleri ve terpenoit tiirevi bilesikler

izole edilmistir (Liu ve ark., 2001, 2002, 2003, 2006a, b; Wang ve ark.,2008).

Yapilan literatiir arastirmalarinda, Sarcotragus spinulosus tiirii siingerler ve bu
siingerlerde bulunan bilesiklerde goriilen biyoaktivitelerin cogunlugundan prenil
hidrokinon tiirevi bilesiklerin sorumlu oldugu goriilmiistiir. Ayrica prenil
hidrokinonlarin gosterdigi bazi biyoaktivitelerle ilgili olarak yapi-aktivite iligkisi
calismalar1 da yapilmistir. Sarcotragus spinulosus tiirii siingerler ve bu siingerlerde
bulunan bilesiklerde rastlanan biyoaktivite ve yapi-aktivite iliskisi c¢alismalari

asagida belirtilmistir.

1.10.1. Antioksidan Aktivite

Yapi-aktivite iligkisinin arastirildigr ¢alismalarda, antioksidan aktivite gosteren prenil
hidrokinonlar incelenmistir. Bu bilesiklerin antioksidan aktivitesinden prenil

grubunun sorumlu oldugu goriilmiistiir (Cotelle ve ark., 1991).

1998 yilinda, Terrencio ve arkadaslari, 2-prenil-1,4-hidrokinon, 2-diprenil-1,4-
hidrokinon, 2-triprenil-1,4-hidrokinon ve 2-tetraprenil-1,4-hidrokinonun serbest

oksijen radikalini siipiiriicii aktivite gosterdigini saptamistir.

Tziveleka ve arkadaslarinin (2002) bir ¢alismasinda, farkli bolgelerden siinger
ornekleri toplanmis ve bu Orneklerden 2-oktaprenil-1,4-hidrokinon ve 2-(24-
hidroksi)-oktaprenil-1,4-hidrokinon izole edilmistir. izole edilen bu bilesiklerin
antioksidan aktivitesi, DPPH serbest radikali ile etkilesimi ve hepatik mikrosomal
membran lipitlerinin Fe**/Askorbat ile indiiklenen oksidasyonuna peroksidasyonu
inhibe edici etkisi bakimindan incelenmistir. Sonugta, 2-oktaprenil-1,4-hidrokinon,
DPPH serbest radikaline karsi orta derece antioksidan aktivite gosterirken; 2-(24-
hidroksi)-oktaprenil-1,4-hidrokinonun olduk¢a iyi antioksidan aktivite gosterdigi

goriilmiistiir. Lipid peroksidasyonunu oOnlemeleri bazinda ise, 2-(24-hidroksi)-

23



oktaprenil-1,4-hidrokinonun etkisi goriiliirken, 2-oktaprenil-1,4-hidrokinon etkisiz

bulunmustur.

Utkina ve arkadaslarinin 2004 yilinda, Fiji Denizi’nden toplanan ornekten izole
ettikleri 2-metil-2-pentaprenil-6-hidroksikromenin, serbest radikal siipiiriicii aktivite
gosterdigi goriilmiistiir. Uc metod ile [1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikaline
kars1, fare beyni homojenat lipitlerinin Fe**/Askorbat ile indiiklenen oksidasyonuna
karsi, keten tohumu yag1 oksidasyonunun inhibisyonu] bilesigin antiradikal aktivitesi
incelenmistir. DPPH radikali ile yapilan calismada, bilesigin antioksidan
aktivitesinin biitil hidroksi toluenden daha yiiksek oldugu, keten tohumunun
otooksidasyonunu geciktirdigi saptanmustir. Fare beyni homojenat lipidlerinin
oksidasyonunu ise 400 uM konsantrasyonda oksidasyonu %55 oraninda inhibe ettigi

gorilmiistiir.

1.10.2. Sitotoksik Aktivite

Napoli sahillerinden toplanan 6rneklerden izole edilen prenil hidrokinonlara (n=1, 2,
3, 6, 7, 8); KB, P-388, L5178Y, L1210 kanser hiicrelerine karsi sitotoksisite
hakkinda bilgi veren Artemia salina larvalan ile yapilan letalite testi uygulanmis ve
iki izopren initesi tasiyan tiirevin, ICs, = 0,01 ppm degeri ile, en yiiksek sitotoksik

aktiviteyi gosterdigi saptanmistir (De Rosa ve ark., 1994).

Bir bagka calismada, 2-hepta- ve okta-prenil hidrokinon sodyum siilfatlar ve 2-(24-
hidroksi)-oktaprenil-1,4-hidrokinon sodyum siilfat ile yapilan sitotoksisite testinde
ICsy degerleri sirasiyla 0,02; 0,04; 0,05 ppm (brine shrimp assay) ve 15,6; 16,9; 19,6
ppm (fish lethality assay) bulunmustur. Yiiksek aktivite gosteren bu siilfat grubu
tasiyan metabolitlerin, diger silingerlerde yaygin goriildiigii halde bu cinste
bulunmayan bazi simbiyotik canlilara karst koruyucu olarak iretildigi

diistiniilmektedir (De Rosa ve ark., 1995).
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1.10.3. Antienflamatuvar Aktivite

Tziveleka ve arkadaslarimin (1995) yaptigi bir calismada; 2-(28-hidroksi)-
heptaprenil-1,4-hidrokinon, 2-metil-2-pentaprenil-6-hidroksikromen ve 2-metil-2-
hekzaprenil-6-hidroksikromenin antienflamatuvar aktivitesi incelenmis ve bu
bilesiklerin, 16kotrien formasyonunu inhibe ederek aktivite gosterdigi saptanmustir.

Calismada bilesiklerin 1Cs, degerleri sirasiyla 6,0; 1,9; 7,5 uM bulunmustur.

Antienflamatuvar aktivitesi incelenen 2-oktaprenil-1,4-hidrokinon ve 2-(24-
hidroksi)-oktaprenil-1,4-hidrokinonun, doz bagimh olarak fosfolipaz A, inhibisyonu

yaptigt goriilmiistiir (Gil ve ark., 1995; Gomez-Paloma ve ark., 2005).

Hidrokinonlar iizerinde yapilan c¢alismalarda ayrica; 2-prenil-1,4-hidrokinon, 2-
diprenil-1,4-hidrokinon, 2-triprenil-1,4-hidrokinon ve 2-tetraprenil-1,4-hidrokinonun;
5-lipoksigenaz enzim inhibisyonunda ICs, degerleri 0,2 ile 7,0uM arasinda
bulunmustur. Bu hidrokinonlar ayrica, J774 hiicrelerinde lipopolisakkarit
stimulasyonu ile prostoglandin (PGE,), TNF-o (timor nekroz faktor-o) ve nitrit
iiretimini de inhibe etmistir. Ancak yapilan bu calismada prenil hidrokinonlarin
dogrudan siklooksigenaz enzim inhibisyonu gozlenmemistir (Terencio ve ark., 1998;

Gomez-Paloma ve ark. 2005).

1.10.4. Antimikrobiyal Aktivite

Disk difiizyon testi ile antimikrobiyal aktiviteleri incelenen prenil hidrokinonlar
(n=1, 2, 3, 6,7, 8), E. coli ve P. aeroginosa’ya kars1 etkisiz bulunurken; 6zellikle iki
prenil {initesi tasiyan tiirev, Gram + bakteri ve mantarlara kars1 orta derece inhibitor
aktivite gostermistir. Aym1 calismada, yapi-aktivite iligkisi de incelenmis ve 5-15
karbon atomu tasiyan yan zincire sahip tiirevlerin optimum aktivite gosterdigi

saptanmustir (De Rosa ve ark., 1994).
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1.10.5. Antiviral Aktivite

2-hekzaprenilhidrokinon ile yapilan ¢alismalarda, bilesigin HIV-1, HIV-2 ve murine
leukaemia viriisiin, retroviral reverse transkriptaz ve DNA polimeraz enzimlerini

inhibe ettigi goriilmiistiir (Loya ve ark., 1997).

1.10.6. Na*, K" -ATPaz inhibisyonu

Norfolk adalar1 ve Yeni Zelanda arasindan toplanan Ornekten izole edilen,
sarkomenol siilfat A, sarkohidrokinon siilfat A, B ve C’nin fare beyninde Na®*, K'-
ATPaz inhibisyonu yaptigi tespit edilmistir. ICs, degerleri sirasiyla 1,6x107,
1,6x10°, 1,4x10°°, 1,3x10°° bulunmustur (Stonik ve ark., 1992).

1.10.7. Analjezik Aktivite

Fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada, farelere intraperitonal olarak verilen prenil
hidrokinonlarin (n=4, n=6, n=7, n=8), morfin benzeri santral bir mekanizma ile

analjezik aktivite gosterdigi tespit edildi (De Pasquale ve ark., 1991).

1.10.8. Kas Gevsetici Aktivite

De Pasquale ve arkadaslarinin (1991), fareler iizerinde yaptig1 bir calismada; farelere
intraperitonal olarak verilen prenil benzokinollerin (n=4, n=6, n=7, n=8), ¢izgili

kaslarda spontan 16komotor aktiviteyi azaltarak kas gevsetici etki gosterdigi saptandi.

1.10.9. Antifouling Aktivite

Bu aktivite, Ozellikle son yillarda 6nem kazanmistir. Biofouling; denizdeki

organizmalarin deniz dibinde birikimi ve tortu olusturmasi olarak aciklanabilir. Bu
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tortu olusumu, ayrica ¢esitli deniz canlilarinin yiizeyinde ve gemi dipleri gibi insan
yapisi zeminlerde de goriiliir. Gemilerin dibinde olusan tortular, sirketlere ciddi bir
ticari yiikk getirir ve bunu engellemek icin kullanilan boyalara agir metaller gibi
cesitli toksik maddeler katilir. Bu konuda yapilan caligmalarin amaci da, boyalarda
deniz kaynakli dogal bilesikler kullanarak tortu olusumunu engellemek ve hem
toksik bilesiklerin kullaniminin 6niine gegcmek hem de bu durumun yarattigi mali

yiikii ortadan kaldirmaktir (Ortlepp ve ark., 2008).

2002 yilinda yapilan bir calismada (Tsoukatou ve ark.), siingerden elde edilen etanol
ve diklorometan ekstrelerinin deniz bakterisi ve mantar1 ile mikroalg gelisimini
inhibisyonu incelenmistir. Sonucta diklorometan ekstresinin anti-fouling aktivitesinin
kayda deger oldugu goriilmiistiir. Ayni ¢alismada, ekstrelerin, bir deniz kabuklusu
olan Mytilus edulis’in yiizeylere yapismasini sagladigi diisiiniilen enzim olan fenol

oksidazin inhibisyonu arastirilmis ve etanol ekstresinin etkili oldugu goriilmiistiir.

Baska bir calismada siinger ekstresi (diklorometan ve metanolle hazirlanmis) ve
siingerden izole edilen 2-(24-hidroksi)-oktaprenil-1,4-hidrokinonun, bir deniz eklem
bacaklis1 olan Balanus amphitrite’nin yiizeylere yerlesmesini inhibe ettigi

goriilmiistiir (Hellio ve ark., 2005)

1.11. Calismanin Amaci

Bu calismada; Sarcotragus spinulosus tiirii slingerden hazirlanan ekstreden
biyoaktivite ¢alismalar1 yapilmasi, ardindan biyoaktif ve YBSK kromatograminda

goriilen piklere karsilik gelen metabolitlerin izolasyonu, yap1 tayini amag¢lanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Arastirma Materyali

Sarcotragus spinulosus Schmidt,1862 (Resim 2.1).

Materyal, 2008 Ocak ayinda Akdeniz Bolgesi, Antalya’dan 25 metre derinlikten Dr.
Bio. Biilent Gozcelioglu tarafindan toplanmis ve ekstraksiyon 6ncesinde %70 etanol

icinde saklanmustir.

Tiir tanimi, Prof. Dr. Rob van Soest (Amsterdam Universitesi Zooloji Miizesi)

tarafindan yapilmistir.

Sekil 2.1. Sarcotragus spinulosus (Fotograf, Dr. Bio. Biilent Gozcelioglu tarafindan 2008 yili Ocak
ayinda Antalya’da cekilmistir.)
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2.1.2. Kullamlan Kimyasallar

Ekstraksiyon ve ayrim igin ¢oziicii olarak; teknik saflikta metanol, etil asetat,

diklorometan, hekzan ve aseton kullanildi.

YBSK i¢in; asetonitril (LiChroSolv HPLC grade, Merck), metanol (LiChroSolv
HPLC grade, Merck) ve bidistile su kullanildi.

NMR i¢in; CD;OD (euriso-top) kullanildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Ekstraksiyon

198,77 gram S. spinulosus 6rnegi kiiciik parcalar halinde kesilerek erlenmayerlere
konuldu. Uzerlerine toplam 900 ml metanol ilave edildi ve calkalayicida oda
sicakliginda yarim saat siireyle calkalandi. Siire sonunda siiziintii, siizge¢ kagidindan
stiziilerek alind1 ve Ornekler iizerine tekrar metanol ilave edilerek calkalandi. Bu

isleme ekstrenin rengi iyice agilincaya kadar devam edildi.

Toplanan siiziintiiler birlestirilerek 50°C’de rotavaporda yogunlastirildi. Sonucta

7,5184 gram kuru ekstre elde edildi.

2.2.2. S1iv1 — Sivi Partisyonu

Hazirlanmis metanollii ekstre 300 ml distile suda ¢oziiliip ayirma hunisine aktarildi.
Uzerine esit miktarda etil asetat ilave edilip calkalandi. Ust faz (etil asetat fazi)
aliarak su fazinin iizerine tekrar 300 ml etil asetat eklendi. Etil asetat fazinin rengi
acilana kadar esit miktar etil asetat ilavesiyle ayrim islemine devam edildi. Sonucta

toplanan etil asetat fazlar1 birlestirildi.
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Elde edilen su ve etil asetat fazlarmin ¢oziiciileri 50°C rotavaporda yogunlastirildi.
Ekstreler, metanol yardimiyla viyallere aktarilarak Freeze Dryer’da kurutuldu.
Sonucta 4,8954 gram ekstre etil asetat fazindan, 2,5528 gram ekstre su fazi elde

edildi. Bu iki ekstrenin YBSK kromatogramlari incelendi.

2.2.3. izolasyon, Saflastirma ve Yapi Tayini

Etil asetat fazinin YBSK ile analizinde, bu faza ait kromatograminda major piklerin

goriilmesi sebebiyle ¢alismaya bu faz ile devam edilmesine karar verildi.

Ekstreden madde izolasyonu ve saflastirma islemleri bazi1 kromatografi teknikleri
kullanilarak yapildi. Bu tekniklerin sec¢iminde ekstre miktar1 ve ekstredeki
bilesenlerin ITK plagindaki Ry degerleri goz 6niinde bulunduruldu. Cizelge 2.1°de

izolasyon ve saflastirmada izlenen yol sematik olarak gosterilmistir.

30



Cizelge 2.
edilmistir.)

1. S. spinulosus ekstresinden madde izolasyonu akis semasi (Ashour, 2006; modifiye

Sarcotragus spinulosus
{Metanollii Ekstre)
(7.5184g)
S
Partisyonu | ( EtOAc:H,0)

EtQAc Fazn1

L

(4.8954g)
VSK [(Silicagel 60M)

H;0 Fan

Vo

R RE

Prenylated hydroguinons

Fr.13 0.3mg)
Fr.14 (0.2mg)

Fr.l Fr2 Fr4 Fr.5 Fr.6 Fr7 Fr8 Fr9 Frl0 Frll Frl2
(4.7mg) (202.9mgy (59%4.3mg}) (1292mg}  (622mgly (74.3mc) J (6.3mg} {221.9mg) (345mg)  (20mg}  (Bmg}  (3.6mg)
Sefadeks Kolon
MeOH:DCM (50:50)
I A I
Fr.1 Fr.2 Fr3 Fr4 Fré Fr.7 Fr8& Fr.a Fr.10
(Omg)  (302mg}  (19.8mg) (41.16mg) (160.7Tmg)  (26.Emg) (3.Tmg) {0.2mg} {0.7Tmg}
Diol Kolon
Heksan: Aseton Diol Kolon
(B0:20) Heksan: Aseton
(75:25)
Fr.l (i6mg) L 4
Fr.2 {3.1mg) Fr.1-10 {1.1mg}
Fr.3 {13.7mg} Fr.1l {1.6mg}
Frd (0.6mg) Fr.12 (9mg)
Fr.5 {0.7mg} Fr.13 img
Fr6 (o 7me) Fr.14 (1 3mg)
Fr.7 (0.9mg} Fr.15 (2.2mg)
Fr.& {0.1mg) Fr.16-17 {1.9mg)
Fr.9 (0.7mg} Fr.18 (1.6mg)
Heptaprenyl hydroguinene Fr. 10 (16.5mg) Fr.19 {1.1mg)
:ISemiprep —Fr.11 (13.7mg} Fr20-21 (1.6mg)
Octaprenyl hydroquinons Fr.12 i0.6mg} Fr22-23 {1 8mg)

Fr.24-26 {1.6mg)
Fr27-2% (2.2mg)

< Semiprep Fr.29-37 (3.5mg)
Fr.16 (0.5mg) Fr38-39 (7.1mg)
Fr.17 inimm

Fr.18 {0.1mg}
Fr.19 {1.1mg}
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2.2.3.1. Ince Tabaka Kromatografisi

ITK, bir karisimdaki bilesenlerin ve safligin saptanmasi icin uygun, basit ve hizli bir
yontemdir. Ayrica kolon kromatografisi icin kullanilacak solvan sisteminin

belirlenmesi i¢in de kullanilir.

ITK analizi icin, 6rneklerden spatiil ucu ile eppendorf tiiplerine aktarildi ve
izerlerine metanol ilave edilerek ultrasonik banyoda (Bandalin Sonorex rk52h),
ekstelerin ¢oziilmesi saglandiktan sonra ITK plaklarina, UV altinda kontrol edilerek

ayni konsantrasyonda uygulama yapildi.

Kullanilan plak: Hazir kaplanmis aliiminyum plak (Merck 5715)

Adsorban: Kieselgel 60 F,s, (Merck)

Siirtiklenme mesafesi: 10 cm

Lekelerin gozlenmesi: UV,s,, Anisaldehit ¢ozeltisi piiskiirtiiliip 1sitict plak iizerinde

yaklasik 100°C’de 1-2 dakika bekletildi.

2.2.3.2. Kolon Kromatografisi

Bu calismada; yiiksek basingli sivi kromatografisi (analitik ve semipreparatif),
vakum sivi kromtografisi kullanildi. Kolon kromatografisinde adsorban olarak

sefadeks, diol ve silika jel kullanilda.

2.2.3.2.1. Yiiksek Basinch S1ivi Kromatografisi (YBSK)

YBSK ornekleri hazirlanirken; oncelikle eppendorf tiipleri icinde, YBSK safligindaki
metanolde ¢oziilmiis drneklerden esit miktarlarda ITK plagina uyguland: ve lekeler
UV,s, altinda konsantrasyonlart kontrol edildi. UV,s; altinda goriilen lekelere

bakilarak, yiiksek konsantrasyonda oldugu goriilen orneklerde metanol ile seyreltme
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yapilarak YBSK analizleri icin uygun konsantrasyon ayarlandi. 5 dakika siireyle
santrifuj edildi ve en az 400 pul olacak sekilde viyallere aktarildi.

Calismada uygulanan YBSK kosullart;

Mobil faz: Cizelge 2.2°de gosterilen oranlarda degisen metanol : su (pH 2, fosforik
asitle ayarlanmis bidistile su) c¢oziicii sistemi

Enjeksiyon hacmi: 20 pl

Kolon: Knauer Eurosphere 100 C-18 (125 mm x 4 mm)

Akis hizi: 1 ml/ dak

Pompa: P 580, Dionex

Dedektor: UVD 340 S — Photo Diode Array Dedector, Dionex

Program: Chromeleon version 6.3

Cizelge 2.2. YBSK’da kullanilan ¢oziicii sistemi

Zaman (dakika) % Metanol % Su (pH 2)
0 10 90
5 10 90
35 100 0
45 100 0
46 10 90
60 10 90

2.2.3.2.2. Vakum Si1vi Kromatografisi (VSK)

Cap1 6 cm, boyu 30 cm olan cam kolon, 15 cm yiikseklikte olacak sekilde silika jel
(Silika jel 60 Fluka) ile dolduruldu. Sivi — siv1 partisyonu sonunda etil asetat
fazindan elde edilen ekstre, az miktar etil asetatta ¢oziiliip yaklasik 3 gram silika jel
ile karistirlldi. Ceker ocak altinda kurutulan bu karisim kolondaki silika iizerine
aktarildi. Uzeri deniz kumu (Sea Sand, Merck) ile kapatildi. Cizelge 2.3’de gosterilen

eliisyon sistemi ile, vakum uygulanarak fraksiyonlar toplandi.
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Cizelge 2.3. VSK’da kullanilan ¢oziicti sistemi

Fraksiyon Hekzan Etil Asetat Toplam Hacim
1 % 100 | 800 ml - - 800 ml
2 % 80 320 ml % 20 80 ml 400 ml
3 % 60 240 ml % 40 160 ml 400 ml
4 % 40 160 ml % 60 240 ml 400 ml
5 % 20 80 ml % 80 320 ml 400 ml
6 - - % 100 | 400 ml 400 ml

Diklorometan Metanol
7 % 100 | 400 ml - - 400 ml
8 % 80 320 ml % 20 80 ml 400 ml
9 % 60 240 ml % 40 160 ml 400 ml
10 % 40 160 ml % 60 240 ml 400 ml
11 % 20 80 ml % 80 320 ml 400 ml
12 - - % 100 | 400 ml 400 ml

VSK ile toplanan fraksiyonlar rotavapor ile yogunlastirildi, metanol ile viyallere

aktarilip Freze Dryer’da kurutuldu. Sonugta asagidaki miktarlarda on iki fraksiyon

elde edildi;

Fraksiyon 1 =47 g
Fraksiyon 2 =2029 g
Fraksiyon 3=594,3 g
Fraksiyon4=1292 g
Fraksiyon 5 =62,2 g
Fraksiyon 6 =74,3 g

Fraksiyon 7=6,8 g
Fraksiyon 8§ =221,9 g
Fraksiyon 9 =345,0 g
Fraksiyon 10 =20,0 g
Fraksiyon 11 =8,0 g
Fraksiyon 12=3,6 g

ITK ve YBSK analiz sonuclarinda ekstredeki major bilesenlerden 3 tanesini tasidig

goriilen Fraksiyon 3 ile calismaya devam edilmesine karar verildi.

2.2.3.2.3. Sefadeks Kolon

Kolonda kullanilacak solvan sistemini belirlemek i¢in yapilan coziiniirlik testi

sonucu metanol : diklorometan (50 : 50) sisteminin kullanilmasina karar verildi.
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Kullanilacak materyal (Sephadex LH-20) belirlenen solvan sistemi ile 1slatilarak

bekletildi. Ardindan kolon 1slatilan sefadeks materyali ile dolduruldu.

Kolona uygulanacak fraksiyon, kullanilan solvan sistemi i¢inde ultrasonik banyoda
coziildii. Coziilmiis ornek kolona uygulandi ve devamli solvan akisi saglandi.
Coziiciiniin akis hiz1 yaklasik 4 saniyede 1 damla olacak sekilde ayarlanip fraksiyon
toplayici yardimiyla her 15 dakikada bir tiip degistirilerek fraksiyonlar toplanda.

Tiiplere toplanan fraksiyonlarin ITK analizleri yapildi ve benzer fraksiyonlar
birlestirilerek 10 fraksiyon elde edildi, bu fraksiyonlar rotavaporda yogunlastirildi ve
kurutuldu. Bu fraksiyonlarin iITK ve YBSK analiz sonuglarinda major bilesikleri
tasiyan fraksiyon oldugu goriilen Fraksiyon 5 (115,1 mg) ile ¢calismaya devam edildi.

2.2.3.2.4. Diol Kolon

Fraksiyon 5’in YBSK kromatograminda goriilen 3 major pikin saflastirilmasi
amaciyla, fraksiyonun diol kolona uygulanmasina karar verildi. Solvan sistemi olarak
hekzan : aseton (80 : 20) secildi. Secilen solvanda ¢oziilmiis ornek, bir siire solvan
sisteminin ge¢irildigi diol doldurulmus kolona uygulandi. Coziicii akis1 yaklasik 7
saniyede 1 damla olacak sekilde ayarland1 ve 5 dakikada bir tiipler degistirilerek

fraksiyonlar toplandi.

Tiiplerdeki fraksiyonlar ITK analizinin ardindan uygun sekilde birlestirildi ve 19
fraksiyon elde edildi. Birlestirilen fraksiyonlarm ITK ve YBSK analiz sonuglarma
bakilarak saflagtirilmak istenen 3 major pikin bulundugu 3 fraksiyon olan Fraksiyon

10, 11 ve 15 ile calisiilmaya devam edildi.
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2.2.3.2.5. Semipreparatif YBSK

YBSK kromatogramlarina bakildi ve Fraksiyon 10 ve 11°deki major piklerin
retansiyon zamanlari ayni oldugu goriildiigii icin bu iki fraksiyon birlestirildi.
Fraksiyon 10 ve 11°deki 2 major pik ve Fraksiyon 15°teki 1 major pikin

semipreparatif YBSK ile izolasyonuna karar verildi.

Bu calismada kullanilan YBSK sistemi;

Pompa: LaChrom L-7100, Merck/Hitachi

Dedektor: LaChrom L-7400, Merck/Hitachi

Yazici: Chromato-Integrator D-2000, Merck/Hitachi
Kolon: Eurospher 100-Cjs

Semipreparatif YBSK uygulamasi sonucunda, birlestirilen Fraksiyon 10 ve 11’den
hepta ve oktaprenil hidrokinon izole edildi. Ayrica Fraksiyon 15°ten, prenil

zincirinde bir hidroksil grubu tasiyan oktaprenil hidrokinon tiirevi izole edildi.

2.2.3.3. Bilesigin Molekiil Agirhginin Saptanmasi

2.2.3.3.1. LC/ MS

YBSK sisteminde mobil faz olarak Cizelge 2.4’te gosterilen oranlarda degisen

asetonitril : su ( % 0,1 formik asit) kullanildi.
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Cizelge 2.4 LC/MS sisteminde kullanilan mobil faz

Siire (dakika) Asetonitril Su (% 0,1 formik asit)
0 10 90
2 10 90
35 100 0
45 100 0
47 10 90
60 10 90

Bu calismada kullanilan LC/MS kosullart;

YBSK sistemi: HP 1100, Agilent

Akis hizi: 0,4 ml/ dakika

MS sistemi: Finnigan LCQ™*, Thermoquest
Iyon kaynagi: ESI, Thermoquest

Pompa: Edwards 30, BOC

Enjektor: G 1313 A ALS 1100, Agilent
Kolon: Knauer Eurospher 100, C-18A
Dedektor: G 1315 B DAD 1100, Agilent

Program: Xcalibur version 1.3

2.2.3.4. NMR Olciimleri

Izole edilen bilesiklerin proton (‘H) ve COSY-NMR analizleri yapildi ve alinan

sonuglar dogrultusunda bilesiklerin prenil hidrokinon tiirevleri olduklar tespit edildi.

NMR ol¢iimlerinde, ¢oziicii olarak dotoro metanol kullanildi.
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2.3. Biyoaktivite Calismalari

2.3.1. Sitotoksisite Tayini

Sitotoksik aktivite tayini, Prof. Dr. W. Miiller’in ¢alisma grubu tarafindan (Mainz

Universitesi) yapildi.

Siinger ekstresi sitotoksik aktivite dl¢iimii i¢cin fare B lenfoma hiicreleri kullanilarak

MTT [3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid] ile test edildi.

Bu testte hiicrelere sar1 renkli MTT ilave edilir ve MTT spektrometre ile olciilebilen
mor renkli formazana oksitlenir. Oksidasyon yalniz mitokondrial reduktaz aktifse
gerceklesir. Bu sebeple, mor rengin siddeti yasayabilen hiicrelerle iliskilidir

(Rusman, 2006).

2.3.2. DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite Tayini

Ekstrelerin ve referanslarin 0,5; 1 ve 2 mg/ml konsantrasyonlarinda 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) radikali siipiiriicii aktivitesi Blosi (1958) metodu ile tayin
edildi (Miliauskas ve ark., 2004).

Bu testte ekstrelerin aktivitesi, DPPH (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Almanya)
radikalinin koyu viyole renginin agik sartya doniisiimii ile absorbsiyonun azalmasinin
spektrofotometrik olarak Ol¢iimii ile tayin edildi. Farkli konsantrasyonlardaki
metanollii ¢ozeltilerden 77 ul alinarak iizerine 3 ml DPPH cozeltisi (6 x 10° M) ilave
edildi. Karanlikta 15 dakika bekletildikten sonra 515nm dalga boyunda, UV
spektrofotometrede (Unico 4802 UV/Vis double beam spectrophotometer, USA)
absorbanslart okundu. Referans madde olarak, gallik asit ve butilhidroksi anisol

kullanildi.
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DPPH % inhibisyonu asagidaki formiile gére hesaplandi:

% Inhibisyon =[(Ag—-A,/Ag]x 100

A4 : Numunelerin veya referans maddelerin absorbansi,

Ag : DPPH stok solusyonunun absorbansi.
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3. BULGULAR

3.1. ITK ve YBSK Analiz Sonuclar1

3.1.1. Siinger Ekstresinin YBSK Analizi

350_BE080609 #8 S.spin. Uv VIS 1
mAU WVL:235 nm

-50 l I l l I nin
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Sekil 3.1. S. spinulosus’un metanollii ekstresinin YBSK kromatogrami

3.1.2.Etil Asetat Fazinin YBSK Analizi

140 BE080613 #3 Etacf. UV_VIS 1
JmAU WVL:235 nm

-20 l l l l l -min
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Sekil 3.2. Etil asetat fazinin YBSK kromatogrami
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3.1.3. VSK Fraksiyonlarmn ITK Analizi

LS EHOA Dokt 55505

== S B

fat
8% ey e . o

o= CD &y

3 &y G

AL RN AR

Sekil 3.3. VSK fraksiyonlarinin ITK analizi (Fraksiyon 1-7)
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Sekil 3.4. VSK fraksiyonlarinin ITK analizi (Fraksiyon 8-12)



3.1.4. VSK ile Elde Edilen Fraksiyon 3’iin YBSK Analizi

3.500_BE080619 #2 VLCHr3 UV_VIS_1
’ JmAU WVL:235 nm
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Sekil 3.5. VSK ile elde edilen Fraksiyon 3’tin YBSK kromatogram

3.1.5. Fraksiyon 3’iin Sefadeks Kolona Uygulanmasiyla Elde Edilen

Fraksiyonlarin iTK Analizi
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Sekil 3.6. Fraksiyon 3’iin sefadeks fraksiyonlarinin iTK Analizi
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3.1.6. Sefadeks Kolondan Elde Edilen Fraksiyon 5’in YBSK Analizi

BEGRDGZS ¥6 Fr.5 U VIS 1

1,000
- 1
miny
50 ——— , — , —
o0 100 200 0.0 40.0 5000 i L ]

Sekil 3.7. Sefadeks kolondan elde edilen Fraksiyon 5’in YBSK kromatogrami

3.1.7. Fraksiyon 5’in Diol Kolona Uygulanmasiyla Elde Edilen Fraksiyonlarin

ITK Analizi
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Sekil 3.8. Diol kolondan elde edilen fraksiyonlarin ITK analizi
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3.1.8. Diol Kolondan Elde Edilen Fraksiyon 10, 11 ve 15’in YBSK Analizi

BEGRO707 #11 Dol Fr.10 LA WIS 1
1400 L WAAL 235 nm|
1.000-
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Sekil 3.9. Diol kolondan elde edilen Fraksiyon 10’un YBSK kromatogrami
BEOIOTO7 #12 Diol Fr.11 LA VIS 1
1600 el o WAAL 235 nm|
1.000-]
500
1 [ 1]
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Sekil 3.10. Diol kolondan elde edilen Fraksiyon 11’in YBSK kromatogrami
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Sekil 3.11. Diol kolondan elde edilen Fraksiyon 15’in YBSK kromatogrami
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3.1.9. Fraksiyon 10-11’den Semipreparatif YBSK Uygulamasi Ile izole Edilen

Maddelerin YBSK Analizi

— BEGROTZG ¥ Semiprep 1 WV VIS 1

JmaLl - WAAL-Z35
50—

| - -

M
o

— mary
100 — 7 ——————————T—T—— T
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Sekil 3.12. Fraksiyon 10-11’in kromatogramindaki ilk major pikin (heptaprenil hidrokinon) YBSK
kromatogrami
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Sekil 3.13. Fraksiyon 10-11’in kromatogramindaki ikinci major pikin (oktaprenil hidrokinon) YBSK
kromatogrami
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3.1.10. Fraksiyon 15’ten Semipreparatif YBSK Uygulamasi ile izole Edilen

Maddenin YBSK Analizi

BEGSOTZE #3 Semiprep 3 U Vs 1
1200 o WMVL-Z35 |
500
L1
— L3
L1_ 1
= T 1T I
I iy
200 —Y— 77—
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Sekil 3.1I4. Fraksiyon 15’in kromatogramindaki major pikin YBSK kromatogrami

3.1.11. Semipreparatif YBSK ile izole Edilen Maddelerin UV Spektrumlari

600 Peak#6_ 100%
T
AU
40,0-|

237.2
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Sekil 3.15. Fraksiyon 10-11’in kromatogramindaki ilk major pikin (heptaprenil hidrokinon) UV
spektrumu
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Peak #5  100%
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Sekil 3.16. Fraksiyon 10-11’in kromatogramindaki ikinci major pikin (oktaprenil hidrokinon) UV
spektrumu
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Sekil 3.17. Fraksiyon 15’in kromatogramindaki major pikin UV spektrumu

3.2. izole Edilen Bilesiklerin LC-MS Sonuclar1

izole edilen bilesiklerin LC-MS sisteminde iyonizasyon problemi olmasi sebebiyle,

bilesigin molekiil agirligi bu yontemle saptanamamistir.
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3.3. izole Edilen Bilesiklerin NMR Analiz Sonuclar

Calismada izole edilen prenil hidrokinonlarin NMR spektrumlar1 gosterilmistir.

3.3.1. Heptaprenil Hidrokinon

Molekiil Formiilii: C41H6202

Molekiil Agirhigi: 586,93 gram/mol

Isimlendirme: 2-heptaprenil-1,4-hidrokinon
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Sekil 3.18. Heptaprenil hidrokinonun "H-NMR spektrumu
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Bu bilesigin proton NMR spektrumuna bakildiginda; ii¢ tane aromatik proton
goriilmektedir. 6,56 ppm’de goriilen dublet (J= 8,52 Hz) 6. konumdaki; 6,52 ppm’de
goriilen dublet (J= 2,84 Hz) 3. konumdaki; 6,42 ppm’deki dd (J= 8,51; 2,84 Hz) 5.
konumdaki protona karsilik gelmektedir. 5,30 ppm’deki triplet (J= 7,25 Hz) 2.
konumdaki =CH grubunu; 5,09 ppm’deki multiplet ise diger =CH gruplarin1 (6, 10,
14, 18...) ifade etmektedir. 3,22 ppm’de goriilen dublet (J= 7,25 Hz) 1. konumdaki —
CHy- grubunu; 2,07 ppm ve 1,97 ppm’deki iki mutiplet ise diger —CH,— gruplarim
4, 5, 8, 9...) gostermektedir. 28. ve 29. konumdaki —CHj3 gruplarim1 1,69 ppm (28.
konum) ve 1,65 ppm’deki (29. konum) singletler ifade ederken, diger —CHj
gruplarinin  sinyalleri 1,58 ppm’de cakismis olarak bulunmaktadir (Sekil 3.18)
(Cimino, 1972).

Bilesigin yapis1 2D NMR sonuglari ile teyit edilmistir. Sekil 3.19’daki 'H, '"H-COSY
spektrumu, farkli spin sistemlerini gostermektedir. Aromatik yapida bulunan 3
konumundaki proton, 5 konumundaki protonla etkilesmektedir. 4’ konumundaki
proton ise ayni zamanda 6 konumundaki protonla da etkilesim gostermektedir. 2.
konumdaki protonun ise, 35. konumdaki metil grubu ile zayif etkilesimi
goriilmektedir. "H-NMR spektrumunda cakismis olarak goriilen =CH (6,10, 14...)
grubu protonlart da, birbirleriyle de etkilesen —CH,— protonlariyla etkilesim

gostermektedir.
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3.3.2. Oktaprenil Hidrokinon
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Ci46H7200O,

Molekiil Formiilii

Molekiil Agirhigi: 655,05 gram/mol

Isimlendirme: 2-oktaprenil-1,4-hidrokinon
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Sekil 3.20. Oktaprenil hidrokinonun '"H-NMR spektrumu
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Yap: olarak izole edilen diger bilesikle ayni olan ancak yan zincirinde bir izopren
iinitesi daha tagiyan bu bilesigin '"H-NMR spektrumu ayni sekilde yorumlanabilir.
Ancak zincirin uzunlugundaki farklilik nedeniyle proton sayilar1 ve dolayisiyla

integrasyon farklilik gostermektedir.

Bu bilesigin spektrumunda da ii¢ tane aromatik proton goriilmektedir. Aym sekilde,
6,56 ppm’de goriilen dublet (J= 8,52 Hz) 6. konumdaki; 6,52 ppm’de goriilen dublet
(J= 2,84 Hz) 3.konumdaki; 6,42 ppm’deki dd (J= 8,51; 2,84 Hz) 5. konumdaki
protonu ifade etmektedir. 5,30 ppm’deki triplet (J= 7,25 Hz) 2. konumdaki =CH
grubunu; 5,09 ppm’deki multiplet ise diger =CH gruplarm (6, 10, 14, 18...)
gostermektedir. 3,22 ppm’de goriilen dublet (J= 7,25 Hz) 1. konumdaki —CH,—
grubuna; 2,07 ppm ve 1,97 ppm’deki iki mutiplet ise diger -CH,— gruplarina (4, 5, 8,
9...) karsilik gelmektedir. 32. ve 33. konumdaki —CHj gruplarint 1,69 ppm (32.
konum) ve 1,65 ppm’deki (33. konum) singletler ifade ederken, diger —CHj
gruplarinin sinyalleri 1,58 ppm’de cakismis olarak bulunmaktadir (Sekil 3.20)
(Cimino, 1972).

Bilesigin 2D NMR sonuglarina bakildiginda da diger bilesiginkine benzer oldugu
goriilir. Aromatik yapida bulunan 3 konumundaki proton, 5 konumundaki protonla
etkilesim gostermektedir. 4’ konumundaki proton ise aynit zamanda 6 konumundaki
protonla da etkilesmektedir. 2. konumdaki protonun, 40. konumdaki metil grubu ile
zayif etkilesimi goriilmektedir. "H-NMR spektrumunda cakisik olan =CH (6,10,
14...) grubu protonlarinin ise, birbirleriyle de etkilesim gosteren —CH,— protonlariyla

etkilesimi oldugu goriilmektedir (Sekil 3.21).
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ekil 3.21. Oktaprenil hidrokinonun 'H, 'H- COSY spektrumu
p p

3.3.3. Hidroksil Grubu Tasiyan Oktaprenil Hidrokinon Tiirevi

NMR analiz sonuglarina dayanarak, bu bilesigin oktaprenil hidrokinonun, prenil
zincirinde hidroksil grubu tasiyan bir tiirevi oldugu saptanmigtir. Hidroksil grubunun
zincir lizerindeki konumunun belirlenmesi i¢in MS fragmantasyonu gerekmektedir.

Ancak bilesigin iyonizasyon problemi sebebiyle, MS sonucu alinamamustir.
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Bu bilesigin spektrumu oktaprenil hidrokinonunki ile ayn: olup, 'H-NMR
spektrumunda; 4,13 ppm’deki hidroksil grubunun bagli oldugu —CH, grubunu ifade
eden singlet ve bu grubun hemen yaninda bulunan =CH grubunu ifade eden, 5,45

ppm’deki triplet farkli olarak goriilmektedir (Tziveleka, 2005).
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Sekil 3.23. Hidroksil grubu tagtyan oktaprenil hidrokinonun H, H- COSY spektrumu

izole edilen ii¢ bilesigin aromatik yapis1 'H, "H-COSY spektrumunda incelendiginde;
Sekil 3.24’teki aromatik halkada goriildiigi gibi; kirmizi isaretli bolgede 4°
konumundaki protonun 5’ konumundaki protonla (J,.s= 8,51 Hz) etkilesimi
goriilmektedir. Mavi ile isaretli kisimda goriildiigii gibi, 4’ konumundaki proton

ayrica 2’ konumundakiyle de (J, »= 2,84 Hz) etkilesim gostermektedir.
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Sekil 3.24. izole edilen bilesiklerin 'H, "H-COSY spektrumunda goriilen aromatik yap1

3.4. Biyoaktivite Bulgular:

3.4.1. DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikaline kars1 antioksidan aktivite tayini
amaciyla standart olarak biitil hidroksi anisol ve gallik asit kullanilmistir. Calismada,
biitil hidroksi anisoliin (BHA) 0,5; 1,0 ve 2,0 mg/ml konsantrasyonlarindaki
diliisyonlarinin aktiviteleri sirasiyla; % 77,99 + 0,48; % 81,66 + 1,67 ve % 82,94 +
0,68 olarak bulunmustur. Gallik asit dilisyonlarinin aktivitesi i¢in ise sirasiyla;

%91,61 + 0,06; % 92,57 £ 0,10 ve % 93,19 + 0,00 degerleri elde edilmistir.

DPPH radikaline karsi aktivite tayini icin, ekstrenin {i¢ ayr1 konsantrasyonda
hazirlanan diliisyonundan 2,0 mg/ml konsantrasyonunda olanin antioksidan aktivitesi
% 10,62 £ 0,65; 1,0 mg/ml konsantrasyonundaki diliisyonunun aktivitesi % 8,03 +
0,00 bulunmugtur. Ekstrenin 0,5 mg/ml konsantrasyonundaki diliisyonunun inaktif

oldugu tespit edilmistir (% 5’in altinda inhibisyon yapanlar inaktif kabul edilmistir.).
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3.4.2. Sitotoksik Aktivite

Stingerden  hazirlanan  metanollii  ekstrenin,  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid (MTT) ile sitotoksik aktivitesinin 6l¢ciimii sonucunda; fare
B lenfoma hiicrelerinin gelisimi % 5,9 olarak saptanmistir. Ekstrenin lenfoma

hiicrelerinin gelisimini % 94,1 oraninda inhibe ettigi goriilmiistiir.
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4. TARTISMA

Calisma konusu olan Sarcotragus spinulosus cinsi siingerler hakkinda yapilan
literatiir arastirmalari sonucunda, bu siingerden majér olarak hidrokinon tiirevi
bilesikler olmak {iizere, furan, kromen ve izopren yapisi tasiyan bilesiklerin izole

edildigi goriildii.

Sarcotragus spinulosus’ta yapilan biyoaktivite calismalarinda ise gerek siinger
ekstresinde, gerekse izole edilen bilesiklerde cesitli biyoaktivitelere rastlanmistir. Bu
siingerlerde saptanan antioksidan, sitotoksik, antienflamatuvar, antimikrobiyal,
antiviral, Na*, K" -ATPaz inhibisyonu, analjezik, kas gevsetici ve antifouling
aktiviteler incelendiginde, biyoaktivitelerden 6zellikle hidrokinon tiirevi bilesiklerin

sorumlu oldugu goriilmiistiir.

Calismamizda da, S. spinulosus’ta major olarak bulunan hidrokinon tiirevleri izole
edilmistir. Bu bilesiklerle biyoaktivite calismasi yapilmasa da, ekstre ile yapilan
antioksidan aktivite ve sitotoksisite tayini sonuglari, literatiir arastirmalarindan elde

edilen sonuclarla uyum gostermektedir.

Ayrica literatiir arastirmalarinda, izole edilen aktif metabolitlerden hidrokinon
tiirevlerinin, yapi-aktivite iligkileri arastirllmis olup, bu calismalar sonucunda
biyoaktivitenin (antioksidan, sitotoksik, antimikrobiyal aktivite) prenil zincirinin
uzunlugundan etkilendigi, optimum aktivitenin genellikle 5-15 karbon atomu (1-3

izopren Unitesi) tasiyan tiirevlerde goriildiigii saptanmistir (De Rosa ve ark., 1994).

Yaptigimiz ¢alismada izole edilen hidrokinon tiirevi bilesikler 7 ve 8 izopren iinitesi
tasimaktadir. Bu durum g6z Oniine alindiginda, bilesiklerin orta derece aktivite

gosterecegi diisiiniilebilir.

Literatiir aragtirmalar1 sirasinda calismamiza konu olan siingerden izole edilen diger

bilesikler, bu ¢alismada izole edilememistir. Ancak baslangicta az miktarda bulunan
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siinger ekstresinden, saflagtirma sirasinda elde edilen ve miktarlarinin az olmasi
sebebiyle ilizerinde calisilamayan fraksiyonlar bulunmaktadir. Bu sebeple siingerde

bulunmas1 muhtemel minor bilesikler saf halde elde edilememistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizin konusu olarak, 2008 yili Ocak ayinda Antalya’dan toplanan

Sarcotragus spinulosus se¢ilmistir.

Secilen ornekten elde edilen metanollii ekstrenin antioksidan aktivitesi ve sitotoksik
aktivitesine bakilmistir. Bu siinger ile yapilabilecek diger biyoaktivite tayinleri,

ilerleyen caligmalara konu olabilir.

Siinger ekstresinin DPPH serbest radikaline karsi gosterdigi antioksidan aktivite 2
mg/ml konsantrasyonda hazirlanan dilisyonda % 10,62 + 0,65 olarak bulunmustur.
Bu, referans madde olarak kullanilan BHA ve gallik asidin ayn1 konsantrasyondaki
dilusyonlariin aktiviteleri ile (BHA i¢in % 82,94 + 0,68; gallik asit i¢in % 93,19 +
0,00) kiyaslandiginda diisiik bir degerdir.

Yapilan literatiir arastirmalarina gore, bu siingerden izole edilen hidokinon
tirevlerinden kisa prenil zinciri tagiyanlar 1yi antioksidan aktivite gosterirken, uzun
zincir tastyanlarin aktivitesi daha diisiiktiir. Calismamizda izole edilen hidrokinon

tiirevleri de 7 ve 8 izopren iinitesi tasimaktadir.

Ekstrenin sitotoksik aktivitesi ise MTT ile tayin edilmis ve fare B lenfoma
hiicrelerindeki gelisim % 5,9 olarak saptanmistir. Ekstre oldukca iyi sitotoksik

aktivite gostermistir.

Yapilan calismada izole edilen bilesiklerle biyoaktivite calismasi yapilmamustir.
Ilerleyen calismalarda, izole edilen bu bilesiklerin de biyoaktivitelerine bakilip,
sonuglarin ekstreden elde edilen sonucglarla ne gibi benzerlikler ve farkliliklar

gosterdigi incelenebilir.

Calisma esnasinda, ekstrenin miktarimin az olmasi1 sebebiyle calismaya devam

edilebilecek bazi fraksiyonlar, miktarlarinin ¢ok diisiik olmasi sebebiyle goz ardi
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edilmek zorunda kalimmistir. Aym siingerden daha fazla O©rnek toplanarak
hazirlanacak fazla miktardaki ekstre ile yine izolasyon caligmasi yapilabilir. Bu
durumda, major bilesikler yaninda minor bilesikler de izole edilip, bunlarda da c¢esitli
biyoaktiviteler incelenebilir. Boylece, simdiye kadar major bilesikler {izerinde

yogunlasan biyoaktivite ¢alismalarina farkli bir agidan yaklasilabilir.

Yapilan literatiir aragtirmalarinda, bu cins siingerden major olarak elde edilen, prenil
hidrokinon tiirevi bilesiklerde yapi-aktivite iliskisinin incelendigi c¢alismalara
rastlanmistir. Bu tip bilesiklerde yapi-aktivite iliskisi calismalar ilerletilebilir. Ayrica

izole edilebilecek minér bilesiklerle de boyle calismalar yapilabilir.

Minér bilesiklerin izolasyonuna yonelik ¢alismalarda yeni ve farkli biyoaktivitelere
sahip olan bilesiklerin izolasyonu miimkiindiir. Bu nedenle bu tiir siingerin su kiiltiirii

yolu ile eldesi ve bu siingerden etken madde izolasyonu s6z konusu olabilir.
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OZET

Deniz Siingerlerinden Sarcotragus spinulosus Biyoaktif Etken Maddelerinin
Izolasyonu ve Yapi Tayini

Tiirkiye’de, Akdeniz ve Ege Denizi’nde yayilis gosteren Sarcotragus spinulosus
cinsi siinger, arastirmamizin konusu olarak secilmistir. Bu ¢alismada secilen siinger
tiirtinden hazirlanan ekstreden etkili bilesiklerin izolasyonu amaclanmistir. Ayrica
ekstrenin DPPH radikali siipiiriicii aktivitesi ve sitotoksik etkisi arastirilmagtir.

2008 yil1, Ocak ayinda Akdeniz Bolgesi, Antalya’dan 25 metre derinlikten toplanan
siinger Orneginden metanollii ekstre hazirlanmigtir. Metanollii ekstreden sivi-sivi
partisyonu ile elde edilen etil asetat fazindan, prenil hidrokinon tiirevi ii¢ bilesik [2-
heptaprenil-1,4-hidrokinon;  2-oktaprenil-1,4-hidrokinon  ve  2-oktaprenil-1,4-
hidrokinonun hidroksilli tiirevi] izole edilmistir. izolasyon calismalarinda ince tabaka
kromatografisi, kolon kromatografisi ve yiiksek basin¢li sivi  kromatografisi
yontemlerinden, izole edilen bilesiklerin yapi tayininde ise NMR yontemlerinden
yararlanilmistir.

Ardindan, siingerden hazirlanan metanollii ekstrenin DPPH radikali siipiiriicii ve
sitotoksik aktiviteleri arastirilmistir.

DPPH radikali siipiiriicii aktivitenin arastirilmasi sonucunda; ekstrenin 2,0 mg/ml
konsantrasyonunda hazirlanan diliisyonunun antioksidan aktivitesi % 10,62 + 0,65;
1,0 mg/ml konsantrasyonundaki dilisyonunun aktivitesi % 8,03 + 0,00 bulunmustur.
Ekstrenin 0,5 mg/ml konsantrasyonundaki diliisyonu antioksidan aktivite
gostermemistir.

Stingerden hazirlanan metanollii ekstrenin sitotoksik aktivite Ol¢iimleri sonucunda;
fare B lenfoma hiicrelerinin % 5,9’luk gelisimi ile ekstrenin oldukca aktif oldugu
goriildii.

Anahtar Sozciikler: Antioksidan, deniz siingeri, prenil hidrokinon, Sarcotragus
spinulosus, sitotoksik.
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SUMMARY

Isolation and Structure Elucidation of Active Compounds from Marine Sponge
Sarcotragus spinulosus

Marine sponge Sarcotragus spinulosus which is widespread at the coast of
Mediterranean and Aegean Seas in Turkey, have been chosen as our research subject.
In this study, isolation of the active compounds from the extract of the sponge has
been aimed. Besides, DPPH-radical scavenging activity and cytotoxicity of the
extract was investigated.

Methanol extract was prepared from the samples of the sponge that were collected
from the depth of 25 meters in Antalya, in Mediterranean region of Turkey, in
January of 2008. Two prenylated hydroquinone derivatives [2-heptaprenyl-1,4-
hydroquinone; 2-octaprenyl-1,4-hydroquinone and a 2-octaprenyl-1,4-hydroquinone
derivative with hydroxyl group] were isolated from the ethyl acetate phase that was
obtained from methanol extract by liquid partition. Methods of thin layer
chromatography, column chromatography and high pressure liquid chromatography
were employed for the isolation studies and NMR for the structure elucidation of the
isolated compounds.

Afterwards DPPH-radical scavenging activity and cytotoxicity of the methanol
extract, which was prepared from the sponge, were investigated.

As a result of the determination of DPPH-radical scavenging activity; the antioxidant
activity of dilution which was prepared in the concentration of 2,0 mg/ml of extract
was found as 10,62 = 0,65% ; and in the concentration of 1,0 mg/ml was 8,03 +
0,00%. The dilution of 0,5 mg/ml concentration of the extract did not possess any
antioxidant avtivity.

Following the determination of the cytotoxic activity of the methanol extract; the
extract was found to be quite active with 5,9% growth of mouse B lymphoma cells.

Key words: Antioxidant, cytotoxic, marine sponge, prenylated hydroquinone,
Sarcotragus spinulosus.

64



KAYNAKLAR

ASHOUR M.A.A. (2006). Structure elucidation of bioactive marine natural products using
modern methods of  spectroscopy. Doktora  Tezi; Mathematisch-
Naturwissenschaftlichen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitét, Diisseldorf.

BARROW C.J., BLUNT J.W.,, MUNRO M.H.G., PERRY N.B. (1988). Variabilin and
related compounds from a sponge of the genus Sarcotragus. Journal of Natural
Products; 51(2): 275-281.

BERGMANN W., FEENEY R.J. (1951). Contributions to the study of marine products.
XXXII. The nucleosides of sponges. I. Contribution From The Sterling Chemistry
Laboratory and The Bingham Oceanographic Laboratory, Yale University.

BHAKUNI D.S., RAWAT D.S. (2005). Bioactive marine natural products. Anamaya
Publishers, New Delhi, India

BIFULCO G., BRUNO I., MINALE L., RICCIO R. (1995). Bioactive prenylhydroquinone
sulfates and a novel Cs; furanoterpene alcohol sulfate from the marine sponge Ircinia
sp. Journal of Natural Products, 58(9): 1444-1449.

BLOSI M.S. (1958). Antioxidant determinations by the use of a stable free radical. Nature,
181: 1199-1200.

CIMINO G., DE STEFANO S., MINALE L. (1972). Polyprenyl derivatives from the sponge
Ircinia spinosula. 2-Polyprenylbenzoquinones, 2-polyprenylbenzoquinols, prenylated
furans and C;; difuranoterpene. Tetrahedron, 28: 1315-1324.

COTELLE N., MOREAU S., COTELLE P., CATTEAU J.P., BERNIER J.L., HENICHART
JP. (1991). Generation of free radicals by simple prenylated hydroquinone
derivatives, natural antitumor agents from the marine urochordate Aplidium
californicum. Chemical Research in Toxicology; 4: 300-305.

DEMIRSOY, A. (2005). Yasamin Temel Kurallari Omurgasizlar=Invertebrata -Bocekler
Disinda- Cilt II, Kisim I, Altinci Baski, Bolim Porifera, Meteksan A.S., Ankara.

DE PASQUALE R., CIRCOSTA C., OCCHIUTO F., DE ROSA S., DE STEFANO S.
(1991). Pharmacological studies on terpenoids from marine sponges: Analgesic and
muscle relaxant effects. Phytotherapy Research; 5(2): 49-53.

DE ROSA S., DE GIULIO A., IODICE C. (1994). Biological effects of prenylated
hydroquinones: Structure-activity relationship studies in antimicrobial, brine shrimp
and fish lehality assays. Journal of Natural Products; 57(12): 1711-1716.

DE ROSA S., CRISPINO A., DE GIULIO A., IODICE C., MILONE A. (1995). Sulfated
polyprenylhydroquinones from the sponge Ircinia spinosula. Journal of Natural
Products; 58(9): 1450-1454.

65



ELYAKOV G.B., STONIK V.A. (2003). Marine bioorganic chemistry as the base of marine
biotechnology. Russian Chemical Bulletin, 52(1): 1-19.

FAULKNER D.J. (2000). Marine pharmacology. Antonie van Leeuwenhoek, 77: 135-145.

FULLER R.W., CURRENS M.J., CARDELLINA J.H., BOYD M.R. (1994). Bioactive
prenylated hydroquinones from the sponge Sarcotragus sp. Natural Product Letters;
5: 179-181.

GIL B., SANZ M.J., TERENCIO M.C., DE GIULIO A., DE ROSA S., ALCARAZ M.J.,
PAYA M. (1995). Effects of marine 2-polyprenyl-1,4-hydroquinones on
phospholipase A, activity and some inflammatory responses. European Journal of
Pharmacology; 285: 281-288.

GIL J.H., SEO J., KIM K-J., JUNG J.H., JUNG O-S., JUNG O-S., KIM M-S., HONG J.
(2006). Structural determination of cyclitol derivatives by fast-atom bombardment
tandem mass spectrometry. Rapid Communications in Mass Spectrometry; 20: 1253-
1256.

GOMEZ-PALOMA L., MONTI M.C., TERRACIANO S., CASAPULLO A., RICCIO R.
(2005). Chemistry and biology of anti-inflammatory marine natural
products.Phospholipase A, inhibitors.

HAEFNER B. (2003). Drugs from the deep: Marine natural products as drug candidates.
Drug Discovery Today, 8(12): 836-544.

HELLIO C., TSOUKATOU M., MARECHAL J-P., ALDRED N., BEUPOIL C., CLARE
A.C., VAGIAS C., ROUSSIS V. (2005). Inhibitory effects of Mediterranean sponge
extracts and metabolites on larval settlement of the barnacke Balanus amphitrite.
Marine Biotechnology; 7: 297-305.

HOOPER, J.N.A., VAN SOEST, RW.M. (2002). Systema Porifera, A Guide to the
Classification of Sponges. 1: 1024-1026. Springer.

JAIN R., TIWARI A. (2007). Sponges: An invertebrate of bioactive potential. Current
Science, 93(4): 444-445.

JAIN R., SONAWANE S., MANDREKAR N. (2008). Marine organisms: Potential source
for drug discovery. Current Science, 94(3): 292.

KIJJOA A., SAWANGWONG P. (2004). Drugs and cosmetics from the sea. Marine Drugs,
2:73-82.

LIU Y., BAE B.H., ALAM N., HONG J., SIM C.J., LEE C-O., IM K.S., JUNG J.H. (2001).
New cytotoxic sesterterpenoids from the sponge Sarcotragus species. Journal of
Natural Products; 64: 1301-1304.

66



LIU Y., HONG J., LEE C.O., SIM C.J., IM K.S., KIM N.D., CHOI J.S., JUNG J.H. (2002).
Cytotoxic pyrrolo- and furanoterpenoids from the sponge Sarcotragus species.
Journal of Natural Products; 65: 1307-1314.

LIU Y., MANSOOR T.A., HONG J.,, LEE C.O., SIM C.J., IM K.S., KIM N.D., JUNG J.H.
(2003). New cytotoxic sesterterpenoids and norsesterterpenoids from two sponges of
the genus Sarcotragus. Journal of Natural Products; 66: 1451-1456.

LIU Y., HUNG J.H., ZHANG S. (2006a). Indole alkaloids from a sponge Sarcotragus
species. Biochemical Systematics and Ecology; 34: 453-456.

LIU Y., JUNG J.H., JI H., ZHANG S. (2006b). Glycerolipids from a Sarcotragus species
sponge. Molecules; 11: 714-719.

LOYA S., RUDI A., KASHMAN Y., HIZI A. (1997). Mode of inhibition of HIV reverse
transcriptase by 2-hexaprenyl-hydroquinone, a novel general inhibitor of RNA- and
DNA- directed DNA polymerases. Mode of inhibition of HIV reverse transcriptase by
2-hexaprenyl-hydroquinone, a novel general inhibitor of RNA- and DNA- directed
DNA polymerases. Biochemical Journal; 324: 721-727.

MarBEF Data System (24.11.2004)
Erisim:[http://www.marbef.org/data/eurobissearch.php?maptype=png] Erisim Tarihi:
08.01.2009.

MILIAUSKAS G., VENSKUTONIS P.R., VAN BEEK T.A. (2004). Screening of radical
scavenging activity of some medicinal and aromatic plant extracts. Food and
Chemistry, 85: 231-237.

MUNRO M.H.G., BLUNT J.W., DUMDEI E.J., HICKFORD S.J.H., LILL R.E., LI S,
BATTERSHILL C.H., DUCKWORTH A.R. (1999). The discovery and development
of marine compounds with pharmaceutical potential. Journal of Biotechnology, 70:
15-25.

NEWMAN D.J., CRAGG G.M. (2004). Marine natural products and related compounds in
clinical and advanced preclinical trials. Journal of Natural Products, 67: 1216-1238.

OKUS E., ALTIOK H., YUKSEK A., YILMAZ N., YILMAZ A.A., KARHAN S,
DEMIREL N., MUFTUOGLU E., DEMIR V., ZEKI S., KALKAN E., TAS S. (2007).
Biodiversity in western part of the Fethiye Bay. Journal of the Black Sea /
Mediterranean Environment; 13: 19-34.

ORTLEPP S., PEDPRADAP S., DOBRETSOV S., PROKSCH P. (2008). Antifouling
activity of sponge-derived polybrominated diphenyl ethers and synthetic analogues.
Biofouling; 24(3): 201-208.

PONOMARENKO L.P., MAKAREVA T.N., STONIK V.A. (1998). A new nortriterpenoid
from the deep-sea sponge Sarcotragus spinulosus. Russian Chemical Bulletin, 47(10):
2017-2019.

67



PROKSCH P. (1994). Defensive roles for secondary metabolites from marine sponges and
sponge-feeding nudibranchs. Toxicon, 32(6): 639-655.

RUSMAN Y. (2006). Isolation of new secondary metabolites from sponge-associated and
plant derived endophytic fungi. Doktora Tezi; Mathematisch-Naturwissenschaftlichen
Fakultit der Heinrich-Heine-Universitit, Diisseldorf.

STONIK V.A., MAKARIEVA T.N., DMITRENOK A.S. (1992). Sarcochromenol sulfates
A-C and sarcohydroquinone sulfates A-C, new natural products from the sponge
Sarcotragus spinulosus. Journal of Natural Products, 55(9): 1256-1260.

TERENCIO M.C., FERRANDIZ M.L., POSADAS I., ROIG E., DE ROSA S., GIULIO
A.D., PAYA M., ALCARAZ M.J. (1998). Suppression of leucotriene B, and tumour
necrosis factor-o release in acute inflammatory responses by novel prenylated

hydroquinone derivatives. Naunyn-Schmiedeberg's Archives of Pharmacology; 357:
565-572.

THOMS C., MATTHIAS W., PADMAKUMAR K., EBEL R., PROKSCH P. (2004).
Chemical defense of Mediterranean sponges Aplysina cavernicola and Aplysina
aerophoba. Zeitschrift fur Naturforschung, 59¢: 113-122.

TSOUKATOU M., HELLIO C., VAGIAS C., HARVALA C., ROUSSIS V. (2002).
Chemical defense and antifouling activity of three Mediterranean sponges of genus
Ircinia. Zeitschrift Naturforschung; 57c: 161-171.

TZIVELEKA L-A., KOUROUNAKIS A.P., KOUROUNAKIS V.R., VAGIAS C. (2002).
Antioxidant potential of natural and synthesised polyprenylated hydroquinones.
Bioorganic & MedicinalChemistry; 10: 935-939.

TZIVELEKA L-A., ABATIS D., PAULUS K., BAUER R., VAGIAS J., ROUSSIS V.
(2005). Marine polyprenylated hydroquinones, quinones and chromenols with
inhibitory effects on leucotriene formation. Chemistry & Biodiversity; 2: 901-909.

University of California Museum of Paleontology — UCMP.
Erisim:[http://ww.ucmp.berkeley.edu/porifera]. Erisim Tarihi: 09.01.2009.

URIZ M.J., MARTIN D., ROSELL D. (1992). Relationships of biological and taxonomic
characteristics to chemically mediated bioactivity in Mediterranean littoral sponges.
Marine Biology; 113: 287-297.

UTKINA N.A., MAKARCHENKO A.E., SHCHELOKOVA O.V., VIROVAYA M.V.
(2004). Antioxidant activity of phenolic metabolites from marine sponges. Chemistry
of Natural Compounds, 40(4): 373-377.

VAN MINH C., VAN KIEM P., DANG N.H. (2005). Marine natural products and their
potential application in the future. ASEAN Journal on Science & Technology for
Development, 22(4): 297-311.

68



WAKIMOTO T., MARUYAMA A., MATSUNAGA S., FUSETANI N. (1999). Octa- and
nonaprenylhydroquinone sulfates, inhibitors of a 1,3-fucosyltransferase VII, from an
Australian marine sponge Sarcotragus sp. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters;
9: 727-730.

WANG N., SONG J., JANG K.H., LEE H-S., LI X.,, OH K-B., SHIN J. (2008).
Sesterterpenoids from the sponge Sarcotragus sp. Journal of Natural Products; T1:
551-557.

WHEELER, K.(2001). Class Demospongiae. University of Michigan Museum of Zoology;
Animal Diversity Web.
Erisim:[http://animaldiversity.ummz.umich.edu/site/accounts/information/Demospong
iae.html] Erisim Tarihi: 09.01.2009

69



OZGECMIS

I- Bireysel Bilgiler

Adi : Burgin

Soyadi : Ergene

Dogum yeri ve tarihi: Kadikoy (Istanbul) — 12.02. 1985

Uyrugu : T.C.

Medeni Durumu  : Bekar

fletisim Adresi : Nisantas Mh. Sahinaga Sk. 22/12 Selcuklu-KONYA
Telefonu : 0332 2387065

II- Egitimi

2003-2007 Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

2000-2003 Ankara Fen Lisesi

1996-2000 Konya Meram Anadolu Lisesi

1991-1996 Konya Ozel Giindogdu Koleji

Yabanci Dili: Ingilizce, Almanca

II1- Unvanlar

2007-Eczac1

IV- Mesleki Deneyimleri

Yok.

V- Bilimsel Etkinlikleri

- Kitin ve KitozanDeniz (Yiiksek Lisans Semineri)

- Almanya Duesseldorf ‘ta 4 ay siire ile (Erasmus bursu ile) siingerlerden etkili
bilesik izolasyonu ve tez konusu ile ilgili calisma

- Deniz kaynakli dogal iiriinler hakkinda Kasim-2008’de, Misir’da yapilan kongrede

(1* Euro-Mediterranean Conference on Marine Natural Products) poster sunumu



	b_ergene_tez_kapak
	TezKapak
	Tez_ic_kapak

	242634

