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ONSOZ

“Aspergillus  niger ve Trichoderma virilente Mantarlar1  Uzerine
Farmakognozik Arastirmalar” baslikli bu doktora tezi c¢alismasi, Aspergillus ve
Trichoderma iki farkli mantar cinsinin birer tiirii iizerinde, iilkemiz denizlerinde
yasayan canlilardan elde edilen mantarlardan yapilan ilk ¢alismadir. Bu tez ¢alismasi,
calisma kapsaminda elde edilen mantarlarin ve izole edilen bilesiklerin gosterdikleri
biyoaktiviteye dair verileri kapsamaktadir.

Deniz kaynakli mantarlarla ¢alisma konusunda beni yonlendiren, deneysel
calismalarim ve tez yazim siirecinde derin bilgisini ve tecriibesini esirgemeyerek
sonsuz destegini hep hissettigim, c¢aliskanligi, 6zgiinliigli, hayata bakis acis1 ve
vizyonu ile bana ¢ok sey katan danismanim Sayin Prof. Dr. Belma KONUKLUGIL e
en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Var olduklar1 her an i¢in minnet duydugum, hi¢ bir zaman beni yalniz
birakmayan, yasadigim tiim zorluklarda en biiyiik destek¢im olan hayatimin en biiyiik
varligi ve yasama sevincim ailem, doktora egitimimde de yanimda olarak
O0deyemeyecegim haklaria yenilerini eklemislerdir. Birtanem annem basta olmak
tizere ailemin biitiin fertlerine en kalbi siikiir ve minnetlerimi sunarim.

Sinir tanimayan dalis tutkusunu akademik bir katkiya doniistiiren, ¢alistigimiz
materyalleri bizim i¢in engin denizlerden toplayan kiymetli Dr. Biilent
GOZCELIOGLU’na da tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora ¢alismalarim boyunca onlarla ¢alismaktan gurur duydugum, giizel ve
unutulmaz anilar biriktirdigim kiymetli arkadaslarim Dr. Eczaci Ibrahim Seyda URAS
ve Dr. Eczact Amine Dilara PILEVNELI’ye tesekkiirlerimi sunarim.

Caligmalarimin sonuglandirilmasinda emegi yadsinamaz olan, yurtdisindan
buraya gelen ve rehberlik eden, saygideger hocam Sherif Saed EBADA’ya
siilkranlarimi1 sunarim.
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Calismalarima gosterdikleri desteklerden dolay1r sayin Prof. Dr. Betiil
DEMIRCI ve Muhiddin CERGEL’e igtenlikle saygilarimi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora egitimim boyunca YOK 100/2000 Doktora Burs Programi ile
egitimime 6nemli bir maddi destek sunmus olan Yiiksek Ogretim Kurulu (YOK) na,
aragtirmamizi da igeren 114S916 numarali BMBF projesini kabul eden TUBITAK a
saglamis olduklar1 imkanlar i¢in tesekkiirlerimi sunarim.

Bana yasami ve yasamin igerisinde tiim bu giizellikleri hediye etmis olan
Yaraticima siikretmeyi vazife bilirim.
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c-Met
COX-2
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Dd

SIMGELER VE KISALTMALAR

Karbon niikleer manyetik rezonans

Iki boyutlu bagmitilandirilmis  homoniikleer  (H,H)
spektroskopisi

Proton niikleer manyetik rezonans

Agirlik/Hacim

Mobil iyon tastyict
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2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
Anjiyotensin doniistiiriicli enzim

Antikor ila¢ konjugati

Ekli Proton Testi

9-B-D-arabinofuranosiladenin

Sitozin arabinosid

Biyolojik makromolekiil

B hiicresi olgunlasma antijeni

Farklilasma kiimesi

Dotere kloroform

Aerobik olarak biiyliyen bakteriler i¢in  seyreltme
antimikrobiyal duyarlilik testleri yontemleri

Mayalarin besiyeri seyreltme antifungal duyarlilik testi i¢in
referans yontemi

Tirozin-protein kinaz met
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Insan kolon kanseri hiicre hatt:
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Dublet dublet
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DEPT Polarizasyon transferi ile distorsiyonsuz gelistirme

DHA Dokosaheksenoik asit
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EtOAC Etil asetat

FBS Fetal s1g1r serumu

FDA Amerikan ila¢ ve Gida Dairesi

gHMBC Gradient secici heteroniikleer ¢oklu bag korelasyonu
spektroskopisi

gHMQC Gradient segici heteroniikleer c¢oklu kuantum tutarlilig
spektroskopisi

GK Gaz Kromatografisi

HI116 Insan kolon kanseri hiicre hatt1

H1975 Insan kiigiik hiicreli olmayan akciger kanser hiicre hattt

H Hidrojen

HCT116 Insan kolon kanseri hiicre hatt1

HeLa Serviks kanseri hiicre hatt

HepG2 Insan karaciger kanseri hiicre hatt1

HIV Insan bagisiklik yetmezligi viriisii

HIV-1 SF162 Insan bagisiklik yetmezligi viriisii tip 1 ters transkriptaz

HL-60 Promyelositik 16semi hiicre hatti

HL7702 Insan karaciger normal hiicre hatti

Huh-7 Insan hepatosit kaynakli kanHser hiicre hatt:
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Akut lenfoblastik 16semi kanser hiicre hatti

3-(4,5- dimetiltiazol-2- il)-2,5- difenil tetrazolyum bromdir

Insan kolon kanser hiicre hattt
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NADH
Na
NaCl
NaPi2b
NB
NBT
NCI
NCI-H460
ND

ng

NM

nm
NMR
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°C
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S
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uv
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Nanogram
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Niikleer Manyetik Rezonans
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Omega
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Singlet

Standart sapma

Sephadex re¢inesinin hidroksipropillenmis formu
Stiperoksit

Kendi kendine yeten sualt1 solunum cihazi
Avustralya Tedavi Uriinleri Idaresi

Unite

Ultraviyole
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vb

VSK
WHO
WoRMS
X0
YPSK

Ast

ve benzer/leri

Vakum s1vi kromatografi
Diinya Saglik Orgiitii
Diinya Deniz Tiirleri Kaydi
Ksantin oksidaz

Yiiksek performansli sivi kromatografi
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1. GIRIS

1.1. Dogal Uriinler

1.1.1. Dogal Uriin Tanim

Sarker ve ark. (2006)‘in, Cannell (1998) ve Samuelsson ve Bohlin (1999)’den
yaptig1 aktarima gore, en genis anlamda dogal tiriinler, dogal kokenli {irtinler, bitkiler
(0rn; Taxus brevifolia'dan paklitaksel), hayvanlar (6rn; Morina karacigeri yagindan A
ve D vitaminleri) veya mikroorganizmalar (6rn; Streptomyces peucetius kaynakli
doksorubisin) gibi herhangi bir karasal veya deniz kaynagindan elde edilen, kurutma
gibi basit bir koruma islemi disinda herhangi bir islem gérmemis bir organizmanin
tamamini (O0rn; bir bitki, bir hayvan veya bir mikroorganizma) ve/veya bir kismini
(0rn; bitki yapragi, hayvan organi vb), bir organizmanin tamaminin veya bir kisminin
ve salgilarmin ekstrelerini, bitkilerden, hayvanlardan veya mikroorganizmalardan
izole edilen saf bilesikleri (6rn; alkaloidler, kumarinler, flavonoidler, glikozitler,
lignanlar, steroidler, sekerler, terpenoidler, vb) igeren, bunun yanisira bir organizma
tarafindan iretilirken o organizmanin hayatta kalmasi i¢in kesin olarak gerekli

olmayan kii¢lik molekiiller (mol wt <2000 amu) seklinde tanimlanmaktadir.

1.1.2. Dogal Uriinlerin Tarihsel Kayitlari



Dogadan elde edilen {iriinler, antik caglardan giiniimiize, bir¢ok hastaligin
tedavisinde ve/veya hastalik belirtilerinin giderilmesinde kullanilmistir. Cragg ve
Newman (2005)’1n, Fallarino (1994)’dan aktardigi bilgilere gore; gargaralardan
haplara, inflizyonlardan merhemlere kadar 700'den fazla bitki bazli ilac1 i¢ceren Ebers
Papiriisii M.O. 2900 yillarinda Misir’da; giiniimiizde halen &ksiiriik, soguk alginligi ve
iltihab1 gidermede kullanilan Cupressus sempervirens (Akdeniz servisi) ve
Commiphora tiirlerinden elde edilmis yaglar1 belgeleyen c¢ivi yazisi ve kil tabletler
M.O. 2600 yillarinda Mezopotamya’da; M.O. 1100’lerde 52 farkli recete bulunan
Materia Medica, M.O. 100’lerde Cin’de; 365 adet ilag iceren Shennong Herbal ve
M.S. 659°da 850 tane ilag¢ kayd1 bulunan Tang Herbal Cin’de ilk farmasotik kayitlar
olarak belgelenmislerdir. M.O. 300°de sifal1 bitkilerle ilgilenen Yunan filozofu ve
dogal bilim insan1 Theophrastus’un yani sira, M.S. 100°de Yunan hekim Dioscorides
de sifal1 bitkilerin toplanmasi, depolanmasi ve kullanimlari ile ilgilenmistir. Bu Greko-
Romen bilgiler, Orta Cag boyunca Ingiltere, irlanda, Fransa ve Almanya'daki
manastirlar tarafindan korunurken, Araplar bu bilgilere ek olarak Cin ve Hint
bitkilerini de inceleyerek kendi kaynaklarmin kullannmin1 genisletmislerdir. 8.
yiizyilda Farsli bir eczaci, hekim, filozof ve sair olan Avicenna ile ilk kez ozel
eczanelere sahip olan Araplar, Canon Medicinae gibi ¢caligmalarla da eczacilik ve tip

bilimlerine biiytik katkilar saglamislardir.

1.1.3. Dogal Uriinler (Sekonder Metabolitler)

Dogal bir iiriin, dogada bulunan ve genellikle farmasétik ilag kesfi ve ilag
tasariminda kullanim i¢in farmakolojik veya biyolojik bir aktiviteye sahip olan canl
bir organizma tarafindan iiretilen kimyasal bir bilesik veya maddedir (Lahlou, 2013).
Dogal iiriinler, ozellikle insan ve veterinerlik tibbinda, tarimda, ¢oklu kullanim
edinmis ¢ok cesitli biyolojik aktivitelere sahip genis bir kimyasallar ailesini temsil

etmektedir (Katz ve Baltz, 2016).



Tiim organizmalar, yasamak, biiyiimek ve c¢ogalmak i¢in gerekli olan
yapitaglarini, enzimlerle iyilestirilmis ve dikkatle diizenlenmis kimyasal reaksiyonlari
igeren metabolik yolaklardan saglamaktadirlar. Genel olarak degistirme ve sentezleme
yollarinin, kiiclik varyasyonlar haricinde tiim organizmalarda esasen ayni oldugu
bulunan seker birimlerinden olusan karbonhidratlar, aminoasitleri igeren proteinler ve
niikleotidlere dayanan niikleik asitler gibi polimerik yapilar ve yaglar, primer
metabolizma yolaklarindan elde edilmis primer metabolitlerdir (Dewick, 2002).
Primer metabolik yolaklarin aksine, dogada ¢ok daha siirli dagilima sahip bilesiklerle
iligkili olan sekonder metabolizma yolaklarindan ise sadece spesifik organizmalarda
veya organizma gruplarinda bulunan ve tiirlerin bireyselligini ifade eden sekonder
metabolitler elde edilmektedir. Her kosulda iiretilmesi gerekmeyen, biiyiik
cogunlugunun islevleri ve organizmaya faydalar1 bilinmeyen bu bilesiklerin, yirticilara
kars1 savunma saglayan toksik maddeler, ayn1 veya diger tiirlere kars1 dikkat ¢ekici
ve/veya uyarici olan ugucu maddeler ve renklendirici maddeler gibi belirli nedenlerle
iiretilmesi, liretici organizma icin hayati derecede onemli oldugunu gostermektedir

(Dewick, 2002; Dias ve ark., 2012).

Yap: taglarinin sayisinin sinirli olmasina ragmen, yeni sekonder metabolitlerin
olusumu sonsuz olabilmektedir. Primer ve sekonder metabolitler belirli genellemeler
ile ayrilmasina ragmen bazi dogal {irlin gruplar1 her iki bolime de girebilmektedir.
Bunlara en iyi 6rnek yag asitleri ve sekerlerdir. Cogu primer metabolitlerin en iyileri
olarak tanimlanirken, bazi iiyeleri son derece nadirdir ve sadece belli bash tiirlerde
bulunmaktadir. Primer metabolizma (biyokimya) ve sekonder metabolizma (dogal
tirtin kimyasi) seklinde boliimlere ayrilarak bu karisikligin oniine gecilebilmektedir

(Dewick, 2002; Dias ve ark., 2012).

Sekonder metabolitlerin, benzersiz yapisal ¢esitlilik sunmalari, bir¢ogunun
nispeten kiiciik molekiiller olmasi (<2000 Da), emilebilme ve metabolize edilebilme
gibi ila¢ benzeri Ozelliklere sahip olmalar1 ilaglarin ana kaynagi olmalarini

saglamaktadir (Sarker ve ark., 2006).



1.1.4. Dogal Uriin Kaynakl ilaclar

Dogal iiriinler, degistirilmemis bir durumda kullanilabilecek yeni ilaclar gibi
davranarak (6rnegin, Catharanthus roseus’dan vinkristin); daha karmasik molekiilleri
sentezlemek i¢in kullanilan kimyasal “yapi1 taslar’™ saglayarak (6rnegin oral
kontraseptiflerin sentezi i¢in Dioscorea floribunda'dan diosgenin); yeni analoglarin
tam sentezine izin vererek (0rn., Penicillium notatum'dan penisilin sentetik analoglar)
ve yeni farmakolojik etkilerin bulunmasin1 saglayarak ilag arastirmalarini
desteklemektedir (Sarker ve ark., 2006). Dogal iiriinlerin bircogu geleneksel tipta
kullanimlarina dayanilan, klinik, farmakolojik ve kimyasal ¢aligmalarin sonucunda ilk
ilaglarin temelini olusturmuslardir (Butler, 2004; Sarker ve ark., 2006). Doganin bu
mucizevi canli ¢esitliligini anlayabilmekve ¢alismalarini bu yonde derinlestirmek igin
arastirmacilar, belli basl bilimsel gruplandirmalar yapma ihtiyact duymuslardir. Bu
gruplandirma en genel anlamda bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar olarak

yapilabilmektedir.

Bitkiler, binlerce yildir benzersiz ve yapisal olarak ¢esitli sekonder metabolitler
iiretmek i¢in bakteriler, bocekler, mantarlar gibi zararlilara ve hava kosullar1 gibi
cevresel degiskenlere dayanacak sekilde gelismis ve adapte olmuslardir.
Etnofarmakolojik 6zellikleri sayesinde ilk ilag kesiflerinde birincil ila¢ kaynagi olarak
kullanilmislardir. Birgok farmasotik bilesik, ila¢ tasariminda hayati 6neme sahip olan
bitkilerin sekonder metabolitlerini igcermektedir. So6gilit agact Salix alba L.'nin
kabugundan izole edilen asetilsalisilik asit; Papaver somniferum L.min (afyon hashas)
aragtirtlmas1 sonucu morfinin eldesi en iyi bilinen ornekleridir. 1870’lerde ham
morfinin asetik anhidrit i¢inde kaynatilmasi ile eroin (diasetilmorfin) ve yanisira
morfinin doniisiimii ile kodein alkaloitleri bulunmustur (Dias ve ark., 2012). Digitalis
purpurea L. (yiiksiikotu)’nin bir kardiyotonik glikozit olan aktif bileseni digitoksin ve
benzerleri, konjestif kalp yetmezliginin tedavisinde (Wagner ve Kenreigh, 2007);
Cinchona succirubra Pav.ex Klotsch'in kabugundan izole edilen kinin, sitma, ates,

hazimsizlik, ag1z ve bogaz hastaliklar1 ve kanser tedavisinde (Woodward ve Doering,



1944); Pasifik porsuk agact Taxus brevifolia'nin kabugundan izole edilen paklitaksel
(Taxol) yumurtalik kanseri tedavisinde ve diger tedavilere yanit vermeyen meme
kanseri tedavisinde (Wani ve ark., 1971); Vinca rosea olarak bilinen Catharanthus
roseus bitkisinin yapraklarindan izole edilen vinka alkaloidleri vinkristin ve vinblastin
antitimor etkileriyle 16semiler, lenfomalar, ndroblastoma ve sarkomlarin tedavisinde
(El-Sayed ve Verpoorte, 2007); Hypericum perforatum (sar1 kantaron)'dan izole edilen
iki bilesik hiperisin ve psddohiperin, HIV (insan immun yetmezlik viriisii) de dahil
olmak {izere cesitli retroviriislerin sebep oldugu hastaliklarin (Qu ve ark., 2009)
tedavisinde kullanilmislardir. Pilocarpus jaborandi'den elde edilen, L-histidin tiirevi
alkaloid pilokarpin (Hancock, 2007), kronik agik acil1 glokom ve akut a¢1 kapanmasi
glokomunun tedavisinde klinik ilag olarak kullanilirken, 1994 yilinda bas ve boyun
kanserlerinde uygulanan radyasyon terapisinin yan etkisi olan agiz kurulugunu
(kserostomi) tedavi etmek igin ve aymi zamanda viicuttaki sodyum ve klorir
konsantrasyonunun Ol¢limiinde ter bezlerini uyarmak i¢in kullanim onayr almistir.
1998 yilinda tiikiirik ve lakrimal bezlere zarar veren bir otoimmiin hastalik olan
Sjogren sendromunun tedavisi i¢in onay almistir (Dias ve ark., 2012; Mukherjee,

2019).

Insan hastaliklarinin, hayvanlardan elde edilen veya onlardan tiiretilen
terapotikler kullanilarak iyilestirilmesi zooterapi olarak bilinmektedir (Costa-Neto,
2005). Hayvan bazli ilaglar, biitiin bir hayvani, hayvan viicudunun bazi kisimlarini,
metabolizma Triinlerini (viicut salgilar1 ve diskilar) veya hayvansal olmayan
malzemeleri (yuvalar ve kozalar) igermektedir (Alamgir, 2017; Costa-Neto, 2005).
Morina baligi, ringa baligi, somon ve kalkan balig1 gibi yagl baliklarda bulunan,
artritin Onlenmesine yardimci olmasiyla insan sagligi icin biiylik 6nem tasiyan ¢oklu
doymamis esansiyel yag asidi omega-3 bilesigi en iyi bilinen 6rneklerindendir (Costa-
Neto, 2005). Yilanlardan, oriimceklerden, akreplerden, boceklerden vb. elde edilen
zehirler ve toksinler (kobralardan elde edilen bungarotoksin, kirpi baligindan elde
edilen tetrodotoksin gibi), yeni ilaglarin gelistirilmesinde oncii bilesikler olarak
kullanilmistir. Ornegin Brezilya engerek yilan1 Bothrops jararaca zehrinin bileseni

peptit yapili teprotid, ACE (Anjiyotensin Doniistiiriici Enzim) inhibitorii silazapril ve



kaptopril gibi antihipertansif ajanlarin gelismesi i¢in Oncii bir bilesiktir (Alamgir,
2017; Costa-Neto, 2005). Ekvador zehirli kurbaga Ameerega Bilinguis'in deri
ekstraktlarindan elde edilen epibatidin gii¢lii analjezik etkili; Avrupa tibbi siiliigii
Hirudo medicinalis ve Meksika tibbi stiliigli Hirudo manillensis ‘de bulunan hirudin ve
heparin antikoagiilan etkili bilesiklerdir. Bunlarin yan1 sira, domuz derisi, balik derisi,
inek derisi, kemik ve beyaz bag dokusundan alinan kollajenin kismi hidrolizi ile elde
edilen ila¢ ve gida sanayiinde kullanilan jelatin; Apis spp arilar1 tarafindan tiretilen bal
ve balmumu; Penaeus kerathurus karidesi ve Carcinus mediterraneus yengeg
kabuklarindan tiiretilen amino polisakkarit kitin ve kitinin deasetillenmis tiirevi
kitosan; inek kikirdagindan elde edilen osteoartrit tedavisinde destek amacli kullanilan

kondroitin siilfat onemli hayvansal kaynakli dogal iiriin bilesenleridir (Alamgir, 2017).

Binlerce yildir insan yagsaminin bir parcasi olan mantarlar, gezegendeki en ¢esitli
ve bol miktarda bulunan 6karyotik organizmalardir (Zain Ul Arifeen ve ark., 2019).
Yasam dongiisiiniin en azindan bir kismini goriiniir bir enfeksiyon veya hastalik
belirtisine neden olmadan, agagclar, cayirlar, algler ve otsu bitkiler iginde ve konakgi
organizmay1 etkilemeden bitki saplari, yaprak saplari, kokler ve yapraklarin hiicre i¢i
alanlarinda yasayan endofitlerdir (Cragg ve Newman, 2005; Tan ve Zou, 2001).
Endofitik mantarlarin 6nemini anlamak i¢in baz1 6rneklere bakildiginda, ¢ok dnemli
bir antikanser bilesigi olan Taksol(Paklitaksel)’un Taxus brevifolia kabugundan
kesfinden yirmi yildan fazla bir siireden sonra, Strobel ve ark. (1993) Taxus
brevifolia'da bulunan Taxomyces andreanae endofitik mantarindan da taksol izole
etmislerdir. ilerleyen yillarda Pestalotiopsis microspore, Seimatoantlerium tepuiense,
Periconia sp gibi endofitik mantarlarin da taksol ve tiirevlerinin iireticisi oldugu
bildirilmistir. Ayrica, ilk 6nce geleneksel tipta kullanilan bir bitki olan Camptotheca
acuminatanin kabugundan ve sapindan izole edilen, antikanser bir bilesik olan kinolin
indol alkaloidi kamptotesinin ve analoglarinin, Camptotheca acuminata'da bulunan

endofitik mantar kiiltiirleri tarafindan iiretildigi bulunmustur (Kusari ve ark., 2009).



1928'de Fleming’in Penicillium notatum mantarindan antibakteriyel filtrat
“penisilin”in kesfi, en iyi bilinen 6rnektir (Wood, 1993). 1942-1944 yillar1 arasinda
penisilin = G ile ilgili ik klinik verilerin  yaymlanmasindan  sonra,
mikroorganizmalardan ve biyoaktif dogal iirlinlerden yeni antibiyotikler kesfetme
konusunda, diinya ¢apinda yapilan ¢aligmalar sayesinde -laktam (iki sefalosporin, alti
karbapenem ve bir penem) ve glisilsiklinler adi verilen yeni genis spektrumlu
antibiyotik smiflar kesfedilmistir (Fabbretti ve ark., 2011; Williams, 1999). Mantar
kiiltiirlerinden elde edilen bu 6nemli kesifler diger mikroorganizma tiirlerine olan
ilgiyi de artirmigtir. 1953 yilinda Edmund Kornfeld tarafindan Amycolatopsis
orientalis bakteri kiiltiirlerinden elde edilen vankomisin 1958’de FDA tarafindan
onaylanmistir. Penisiline asir1 duyarlh hastalarda siddetli enfeksiyonun tedavisinde
kullanilmaktadir. Saccharopolyspora erythraea bakterisinden gelen makrolid
eritromisin, gram pozitif koklara ve basillere karsi genis spektrumlu etkileri sayesinde,
alt ve {ist solunum yolu enfeksiyonlar1 i¢in kullanilmaktadir (Butler, 2004). Yapilan
arastirmalar ile streptomisin, kloramfenikol, klortetrasiklin, sefalosporin C, eritromisin
ve vankomisin gibi verimli sonuglar elde edilmistir. Tiim bu bilesikler veya bunlarin
tiirevleri giiniimiizde halen ila¢ olarak kullanilmaktadir (Butler, 2004; Dias ve ark.,

2012).

Poliporlar gibi makro mantarlar, farmakolojik olarak aktif bilesiklerin ana
kaynagi olan, Ascomycota ve Basidiomycota (Basidomycetes) subesinde bulunan
agag cliriigii mantarlarinin biiylik bir grubudur. Poliporlar, mantarlarin yaklasik %75"
giiclii antimikrobiyal aktiviteler gostermeleri sayesinde yeni antibiyotiklerin kesfi i¢in
uygun bir kaynak olarak disiiniilmiistiir. Bir¢ok bilesik antiviral, sitotoksik,
antineoplastik, kardiyovaskiiler, antienflamatuar, immunosuppresif ve antikanser
aktiviteler gostermistir (Zjawiony, 2004). Mantar kaynaklarindan tiiretilen yeni
biyoaktif sekonder metabolitler, ilag endiistrisi i¢in 6nemli dogal iiriinlerden olmustur
(Cragg ve Newman, 2005). Newman ve Cragg (2020), 1997 yilindan beri devam
ettirdikleri ve yillik giincellestirmelerle ilerledikleri aragtirma ¢alismalariyla, 6nemli

sayida dogal iiriin ilag bilesenlerinin/Onciilerinin aslinda mikroplar ve/veya bu

mikroorganizmalarin  “izole edildigi andaki konake¢1” ile olusan mikrobiyal



etkilesimleri sonucunda iiretildigine dikkat ¢ekmislerdir. Bu ¢aligmalar dogal iiriinler
alanindaki ¢aligmalarin simbiyotik etkilesimler yoniinde genisletilmesi gerektigini

vurgulamaktadirlar.

Newman ve Cragg (2020), 1997, 2003, 2007, 2012 ve 2016 yillarinda yapmis
olduklar1 veri analizi odakli derlemeye gore Ocak 1981 ile Eyliil 2019 yillar1 arasinda
dogal kaynakl1 1881 yeni ilag ve 1394 kii¢iik molekiil yeni kimyasal drnekler olarak

giincellenen veriler Sekil 1.1 ve Sekil 1.2°de verilmistir.
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Sekil 1.1. Kaynaga / yila gore yeni onaylanmis tiim ilaclar; n = 1881. B, Biyolojik
makromolekiil, genellikle bir organizma / hiicre hattindan izole edilen veya bir vekil konakgida
biyoteknolojik yollarla iiretilen biiyiik (> 50 artik) peptit veya protein; N, Degismemis dogal
iriin; NB, Dogal iiriin “Botaniksel” (genel olarak bunlar yakin zamanda onaylanmistir); ND,
Dogal {irlin tiirevi, dogal bir {irlinden elde edilir ve genellikle yari sentetik bir
modifikasyondur; S, Sentetik ilag, genellikle mevcut bir ajanin rastgele taranmasi /
modifikasyonu ile bulunan tamamen sentetik ilag; S, Sentetik ilag (dogal iiriin farmakofor),
tamamen sentez ile yapilir, ancak farmakofor dogal bir {irlindiir; V, Asi; NM, Dogal firiin
mimikleri(taklitleri) (Newman ve Cragg, 2020).



S*/NM, 207, 11 V,142,7.5 B, 346,18.4

N,71,3.8
S*, 65, 3.2 |
B, 14, 0.8
S/NM, 217, 11.5
ND, 356, 18.9

S, 463, 24.6
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Sekil 1.2. 01 Ocak 1981 ile 30 Eyliil 2019 tarihleri arasinda onaylanmig tiim yeni ilaglar,
n=1881 (Newman ve Cragg, 2020).

1.2. Deniz Kaynakh Dogal Uriinler

1.2.1. Deniz Kaynaklar1 Uzerine Genel Bilgiler

Diinya yiizeyinin %70'inden fazlasini ve diinya biyosferinin %95'inden fazlasini
kaplayan okyanuslar, 6zel fiziksel ve kimyasal kosullar nedeniyle, hemen hemen her
alemden (bitki, hayvan, mikroorganizma gibi) farkli deniz organizmalar1 igermelerine
ve bircok kimyasal yap1 gesitliligi gosteren molekiiller vermelerine ragmen karasal
organizmalarin sahip oldugu uzun tarihsel tibbi kullanimlariin aksine, farmakolojik
uygulamada daha kisa bir ge¢misleri bulunmaktadir (Schueffler ve Anke, 2014). Deniz

ortamina erisimde gii¢liik ¢ekilmesi, okyanus ortaminin incelenmesi i¢in 0Ozel



ornekleme tekniklerinin ve ekipmanlarimin gerekliligi gibi zorluklar deniz ortamina
ilginin gecikmesine sebep olmustur (Tiquia-Arashiro, 2012). 1960'larda ve 1970'lerde
Kendi kendine yeten giivenilir sualti solunum cihazi (SCUBA) ile dalis, 1980’lerde
insanlt dalgiglarin kullanim1 ve 1990’larda uzaktan kumandali araglarin (San-Martin
ve ark.) kullanimi sayesinde 3 ila 40 m arasinda degisen okyanus derinliklerinden
deniz organizmalarmin (algler, slingerler, tulumlular, tunikatlar, briyozoanlar vb.)
toplanmas1 miimkiin hale gelmistir (Cragg ve Newman, 2001; Dias ve ark., 2012). Bu
sayede deniz dogal {iriinlerine ilgi her gecen giin artmakta ve her yil artan sayida
biyolojik olarak aktif deniz dogal {irlinleri rapor edilmektedir. Bu bilesiklerin bir¢ogu

klinik 6ncesi ve klinik ¢calisma alanlarina girmistir (Giddings ve Newman, 2019).

Deniz ortamlari, okyanuslar, denizler, hali¢ler, kutup deniz buzulu, tuzlu su ve
deniz suyuna esit tuz konsantrasyonlarina (%3 a/h) sahip si1g, derin ve gelgitli su
topluluklari olarak tanimlanabilmektedir (Tiquia-Arashiro, 2012). Bu deniz diinyas1 az
kesfedilmis ekstrem ortamlart temsil etmektedir. Kimyasal yenilik ise bu
kesfedilmemis ortamlara uyum saglayan ekstromofil canlilarda ortaya ¢ikmaktadir. Bu
ekstrem ortamlar tipik olarak "non-mezofilik" (sicak veya soguk), oligotrofik veya
ozmotik stres, yliksek tuz konsantrasyonlari, asir1 pH, sinirli oksijen ve 151k, siddetli
radyasyon, yiiksek metal konsantrasyonlar1 ve yliksek basinglara maruz kalma olarak

karakterize edilebilmektedir (Giddings ve Newman, 2019).

Ekstrem ekosistemlerde yasamak i¢in deniz omurgalilari, deniz omurgasizlari,
bitkiler ve bunlarla iligkili mikroorganizmalar ile sediment kaynakl
mikroorganizmalar gibi ¢ok ¢esitli organizmalar, sicakligi, hiicre i¢i pH degerlerini,
¢ozlinen bilesimi, biyokimyasal redoks reaksiyonlarin1 ve diger biyomolekiillerin
tiretimini, ayrica DNA onarim proteinini ve lipit hasarini diizenleyen mekanizmalari
sayesinde yeni kimyasal yapi iskeleti ve biyolojik aktivite bulundurma potansiyeline
sahiptirler (Giddings ve Newman, 2019). Organizmalarin hayatta kalmasini saglayan
farkli bir transkriptom, proteazom ve son olarak farkli bir metabolomun bulundugu

deniz ortaminda, farkli sekonder metabolitlerin bu tiir olaganiistii bir ortama uyum
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saglamak i¢in 6zel gereksinimlerin sonucu olabilecegi diisiintiliirken (Zin, 2018), yeni
karbon iskeletleri, yliksek halojenasyon seviyeleri ve en 6nemlisi yeni biyoaktivite ile

birlikte 6nemli kimyasal ¢esitlilik saglanmaktadir (Giddings ve Newman, 2019).

Deniz ortamindaki hemen hemen tiim yasam bicimleri, farmasdtikler, besin
takviyeleri, kozmesoétikler, zirai kimyasallar ve enzimler gibi etkinliklere sahip degerli
bir yeni bilesik kaynagi agisindan aragtinnlmistir (Blunt ve ark., 2013; Kijjoa ve
Sawangwong, 2004). Ila¢ formuna getirilebilecek denizden elde edilen dogal iiriinlerin
yiizdesi hala diisiik olmasina ragmen, dogal iirlinler kimyasinin koklii bir alt disiplini
haline gelmis olan bu deniz dogal iirlinleri, insan hastaliklarinin tedavisi i¢in ilag
formuna getirilebilecek onciilerin kesfedilmesinde dnemli bir rol oynayan ¢ok cesitli
biyolojik faaliyetler sergilemektedir (Faulkner, 2000; Liu ve ark., 2012; Nastrucci ve
ark., 2012; Newman ve Cragg, 2012). Deniz kaynaklarindan, antitiimor,
antimikrotiibiil, antiproliferatif, fotoprotektif, antibiyotik ve antienfektif gibi etkileri
sayesinde, ila¢ endiistrisinde son derece ilging yiiksek etkili bilesikler bulunmustur
(Bérdy, 2005; Mishra ve Tiwari, 2011; Molinski ve ark., 2009; Sudek ve ark., 2007).
Hatta bazi ¢alismalar deniz organizmalarinin karasal organizmalardan daha biyoaktif
dogal fdiriinler sundugunu bildirmistir (Zin, 2018). Deniz dogal {iriinlerinin
biyoaktiviteleri incelendiginde en biiylik grubu antikanser etkili bilesiklerin (% 56),
ardindan antibakteriyel (% 13) ve antifungal (% 5) etkili bilesiklerin olusturdugu
gozlemlenmistir. Ayrica, denizden elde edilen yeni dogal iiriinlerin, kii¢lik bir oranda
olmasma ragmen, insektisit, antiviral, pestisit, vazoprotektif ve noroprotektif gibi

baska farmakolojik etkilere de sahip oldugu bildirilmistir (Hu ve ark., 2015).

Mikroorganizmalar, algler ve omurgasizlar dahil olmak iizere deniz
canlilarindan ¢ok cesitli biyoaktivitelere sahip yaklasik 30.000 yapisal cesitlilikte
dogal iiriin kesfedilmistir (Radjasa ve ark., 2011; Salomon ve ark., 2004). Deniz
canlilarindan gelen yeni bilesiklerin cogu, yaklasik %75'i omurgasizlardan esas olarak
Porifera filumundan (siingerler) ayn1 zamanda Solenter’lerden (¢cogunlukla mercan)

izole edilmistir. Ek olarak, algler ve mikroorganizmalar da yeni metabolitlerin ana
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kaynaklaridir (Hu ve ark., 2011). Son yillarda, antikanser, antitiimor, antiproliferatif,
antimikrotiibiil, sitotoksik, fotoprotektif ve ayrica antibiyotik ve antifouling 6zellikler
dahil olmak iizere biyolojik aktivite sergileyen poliketidler, alkaloidler, peptidler,
proteinler, lipidler, glikozitler, izoprenoidler ve bunlarin tlirevleri gibi deniz
organizmalarindan farmakolojik potansiyele sahip onemli sayida kimyasal yapilar
kesfedilmistir (Mayer ve ark., 2011; Rateb ve Ebel, 2011). Ayrica, 1981'den 2008'e
kadar olan donemi kapsayan, antibakteriyel, antiviral, antiparazitik ve antifungal
bilesikler dahil olmak iizere enfeksiyonu azaltmak i¢in kullanilan tiim ilaglarin
yaklasik %68'i ve antikanser ilaglarmin %63'i dogal olarak bu organizmalardan

tiiretilmistir (Cragg ve ark., 2009).

999 ¢

1970'lerden bu yana, bildirilen “ekstremofiller’’in sayis1 artarken yeni
ornekleme ve kiiltiirleme metodolojileri, dergiler, MarinLit gibi veritabanlar1 ve
uluslararas1 sempozyumlar bu organizmalarin c¢alismasina destek vermektedir
(Giddings ve Newman, 2019). Deniz taksonlarinin adlarimi kiiresel bir agik erisim
envanteri olarak tasarlayan, bir biyolojik cesitlilik bilgi sistemi olan Diinya Deniz
Tirleri Kayidi (The World Register of Marine Species=WoRMS) veritabani, 2007'nin
sonlarinda bir proje olarak kurulmustur. 2008 yilinda hali hazirda 122.500 deniz tiirii
kayitta olurken, 230.000 deniz tiiriiniin oldugu tahmin edilmistir. 2012 y1linda 460.000
taksondan (alt tiirlerden aleme) 368.000’1 tiir ad1 olup bunlardan da 215.000’1 kabul
gormiistiir (Costello ve ark., 2013). 15 Temmuz 2015’te tahmin edilen 230.000 deniz
tiirtine ulagilmistir. 18 Aralik 2017 tarihli verilere gore 613.499 takson (alt tiirlerden
aleme) ad1 icermektedir, 479.092'si tiir adidir ve 243.081'i deniz tiirii ad1 olarak kabul
edilmistir (Horton ve ark., 2017). Veritabani, her tiir i¢in hali hazirda tutulan verilerin
tutarliligini ve kalitesini iyilestirmeye odaklanirken, ayni zamanda veritabanini her yil
aciklanan yaklasik 2000 yeni deniz tiiriiniin eklenmesiyle giincel tutmaktadir (Horton

ve ark., 2017).
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1.2.2. Deniz Kaynakh Canhlar

Okyanus, farkl fizyolojiye ve ¢evrelerine uyum saglama kapasitesine sahip ¢ok
cesitli canli organizmalar i¢in dogal bir yasam alanidir. Okyanuslar, diinyadaki ¢esitli
bitki ve hayvan tiirlerinin %80'inden fazlasini icermektedir (Malve, 2016). Omurgali
ve omurgasiz deniz hayvanlari, algler, fitoplanktonlar gibi deniz bitkileri ve deniz
kaynakli mikroorganizmalar1 gibi deniz organizmalari, farmasotik olarak aktif
bilesiklerin zengin kaynaklar1 olup antik ¢aglardan beri geleneksel Cin tibbinda
taninmaktadir (Kim, 2012a). Son zamanlarda, bilim insanlarinin makroalgler,
mikroalgler, mantarlar, bakteriler, aktinomisetler, omurgasizlar ve omurgalilar gibi
deniz kaynaklarindan elde edilen saglik acisindan faydali ¢esitli farmasotik biyoaktif
bilesikleri arastirmalari ile birlikte, deniz kaynaklarinin, farmakolojik olarak aktif
sekonder metabolitlerin 6nemli bir kaynagi haline geldigine dikkat cekmislerdir (Kim,

2012a).

Siingerler (Porifera), sinir, sindirim ve dolagim sistemine sahip olmayan, yiyecek
ve oksijen temin etmek, atiklar1 gidermek i¢in viicutlarindan stirekli bir su akisini
stirdiiren sesil organizmalardir. Tiim siingerler "mevcut" veya "filtre" besleyiciler
olarak smiflandirilirken predatorlara karsi ¢ok az fiziksel savunma araglar
bulunmaktadir. Cok hiicreli hayvanlarin ilki olarak kabul edilirler ve yaklasik 500
milyon yilda ¢ok az degisime ugramislardir. Biyolojik olarak aktif bilesiklerin deniz
kaynaklarindan ilk gbze ¢arpan kesfi, 1950'lerin basinda Bergmann tarafindan Karayip
siingeri Tethya crypta (Onceki adi Cryptotheca crypta’dir)’dan, arabinosil
niikleosidleri spongouridin ve spongotimidin bilesikleridir (Bergmann ve Stempien,
1957). Deniz siingerlerindeki alisilmadik arabino- veya ribo-pentosil niikleositlerin
dikkate deger kesfi, dogal olarak olusan niikleositlerin riboz ve deoksiriboz disinda
seker igerebilecegini gosteren ilk 6rnektir (Imhoff ve ark., 2011). Tanimlanmis olan
yaklagik 15.000 dogal iiriiniin % 30'u siingerlerden elde edilmistir (Murti ve Agrawal,
2010).
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Tunikatlar, Chordata filumunun bir alt filumu olup en biiyiik sinifini olusturanlar
ascidiyanlar veya deniz tiztimleridir (Filum: Chordata, Sinif: Ascidiacea). Tunikat adh,
hayvani saran ve biraz esnek bir iskelet olusturan polisakkarit iceren tunikten
gelmektedir (Shenkar ve Swalla, 2011). Larva formunda omurgali benzeri kurbaga
yavrusunun Ozelliklerini sergilerken, yetiskin formunda omurgasiz filtre besleyicileri
olduklarindan dolayr omurgalilar ve omurgasizlar arasinda benzersiz bir evrimsel
konuma sahiplerdir (Delsuc ve ark., 2006). Thaliacean’lar (pirozomlar, salplar ve
doliolidler) serbest yiizerken (planktonik), sapsiz formlar (ascidiyanlar) seklinde
siiflandirilabilen tunikatlar, esas olarak iskele yiginlari, gemi govdeleri, kayalar ve
cesitli deniz canlilarinin kabuklart gibi kat1 yiizeylerde, hem s1§ hem de ¢ok derin
sularda bulunduklar1 i¢in kayalarda, mercan molozlarinda, iskele kaziklarinda, hatta
deniz bitkilerinde ve alglerde biiytiyebilirler (Palanisamy ve ark., 2017; Santhanam ve
Ramesh, 2019). Tunikatlardan elde edilen bilesikler, alkaloid tiirevlerinden peptidlere,
poliketidlere, kinonlara ve steroidlere kadar kimyasal yap1 ¢esitliligi gostermektedir.
Bu bilesikler genellikle sitotoksik, antibiyotik, immiinosupresif aktiviteler,
topoizomerazlarin ve siklin kinazlarin inhibisyonu gibi bir dizi biyolojik aktivitelerin
yant sira in vitro ve in vivo olarak antitiimor, antiviral ve antienflamatuar aktiviteler
gibi cesitli biyoaktiviteler de gostermektedirler (Dou ve Dong, 2019; Dumollard ve
ark., 2017; Duran ve ark., 1998; Palanisamy ve ark., 2017; Watters, 2018). Aplidium
sp. tunikatindan izole edilen ilk metabolit geranilhidrokinon, 16semiye kars1 sitotoksik
etkili bir bilesiktir (Fenical, 1976; Rudali ve Menetrier, 1967). En iyi bilinen
didemininler ise Trididenium sp. tiirline ait Karayip tunikatlarinin tiim viicut

homojenatlarindan izole edilmistir (Palanisamy ve ark., 2017).

Biyoaktif deniz dogal iirlinleri, 2003-2018 yillar1 arasinda yillik olarak
yayinlanan “Marine Natural Products” baslikli bir dizi incelemenin konusunu
olusturmaktadir. Yapilmis onceki calismalarda bildirilen ortalama bilesik sayisi ile
karsilastirildiginda, deniz bakterileri, mantarlar ve siyanobakterilerden elde edilen
yeni bilesiklerin sirasiyla %22, %85 ve %61 oranlarinda artarken; siingerler,
sOlenteralar ve tunikatlardan elde edilen yeni bilesiklerin ayn1 donemde sirastyla %11,

%16 ve %45 oranlarinda azalmasiyla dikkat ¢cekmektedir (Carroll ve ark., 2020).
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Bunun en 6nemli nedeni olarak deniz omurgasizlar ile karsilastirildiginda, deniz
mikroorganizmalarinin kiiltiirlenebilir olmalari, iizerinde yapilan ¢aligmalarin kolayca

yenilenebilir ve tekrarlanabilir olmalar1 gosterilmektedir (Blunt ve ark., 2015).
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Sekil 1.3. 2014-2018 yillar1 arasinda izole edilen deniz dogal iiriinlerinin kaynak canlilarmin
yillara gore dagilimlari

1.2.3. Deniz Kaynaklarindan Elde Edilen Bashca Sekonder Metabolit

Tiirleri

Deniz Farmakolojisi, deniz bitki ve hayvan tiirlerinde bulunan aktif farmakolojik
Ozelliklere sahip maddelere odaklanan bir farmasétik bilimler dalidir. Deniz ortama,
genellikle karasal dogal iiriinlerde bulunmayan yapisal ve kimyasal 6zelliklere sahip,
yeni biyoaktif dogal iirlinler i¢in olaganiistii bir kaynaktir. Deniz organizmalar1 ayrica
zengin bir nutrasotikler kaynagi ve cesitli hastaliklarinin tedavisi i¢in potansiyel

adaylar saglamaktadirlar (Malve, 2016). Florotaninler, fenolikler, alkaloidler,
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fukoksantin, siilfatlanmis polisakkaritler, biyoaktif peptitler, kitin ve kitosandan
olusan kitooligosakkaritler ve benzeri diger biyoaktif bilesikler gibi bircok sekonder
metabolit, farmasotik etkinlikleri bilinen deniz kaynakli bilesiklere 6rneklerdir (Kim,
2012a). Bunlarin yani sira karakteristik yapisal 6zelliklerle ayirt edilen ¢ok cesitli ve
degerli terpenoid yapilar da iiretilmektedirler. Bazi yapisal siiflar, 6rnegin, cembran,
chamigren, amfilektan iskeletleri ve izonitril, izotiyosiyanat, izosiyanat, dikloroimin
ve halojenli islevsellikler gibi alisilmadik fonksiyonel gruplar, agirlikli olarak deniz
metabolitlerinde bulunmaktadir (Kim, 2012b).

Florotaninler, floroglusinoliin polimerizasyonu ile olusturulan veya 1,3,5-
trihidroksibenzen monomer birimleri olarak tanimlanan ve asetat-malonat yolagi
yoluyla biyosentezlenen fenolik bilesiklerdir. Florotanninler, antioksidan, anti-HIV,
antiproliferatif, antienflamatuar, radyoprotektif, antidiyabetik, anti-Alzheimer,
antimikrobiyal ve antihipertansif aktiviteler dahil olmak iizere etkili ¢esitli biyolojik
aktiviteler sergilemektedir. Deniz yosunlar1 arasinda, yenilebilir kahverengi bir alg

olan Ecklonia cava, digerlerine kiyasla zengin bir florotanin kaynagidir (Kim, 2012a).

Biyoaktif peptidler, ana protein dizisi igerisinde inaktif olan, ancak
gastrointestinal sistem igerisinde sindirime ugrama, besin isleme veya fermantasyon
gibi iglemler sonucunda serbest kalan, genellikle 3-20 aminoasit kalintist igeren,
biyoaktivitesi bu aminoasitlerin yapisina ve siralanigina bagli olarak degisen kisa
aminoasit zincirleridir. Deniz kaynakli biyoaktif peptitler, biiyiilk ol¢lide deniz
proteinlerinin enzimatik hidrolizinden elde edilmislerdir (Kim ve Wijesekara, 2010).
Bu bilesiklerin antioksidan, antihipertansif veya ACE inhibisyonu, antikoagiilan ve
antimikrobiyal aktiviteler dahil olmak {izere bircok fizyolojik fonksiyona sahip
olduklar1 bildirilmistir (Kim ve Mendis, 2006). Ayrica, bu biyoaktif peptitlerin
bazilarin, insan saglhiginin iyilestirilmesi ve hastalik riskinin azaltilmasi1 yoniinde
nutrasotik potansiyele sahip olduklari tespit edilmistir (Shahidi ve Zhong, 2008). Son
zamanlarda, gida kaynakli biyoaktif peptitlerin kardiyovaskiiler hastalik riskini
azaltmada olas1 rolleri tespit edilmistir (Erdmann ve ark., 2008). 3000-5000 Da
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araliginda molekiil agirligina sahip linear peptidler anemon toksinleri, giiglii
kardiyostimulanlardir ve dijitallerin yerini alabilecekleri Onerilmistir, ancak
hayvanlardaki islevleri tam olarak bilinmemektedir. Anthopleura elegantissima
anemonundan, Polyorchis penicillatus hidromedusadan ve Renilla koellikeri deniz
meneksesinden elde edilen daha kiiciik peptidlerin, slenteralar tarafindan hareketliligi

uyaran noropeptidler oldugu bulunmustur (Rinehart, 2008).

Son yillarda, deniz alglerinden elde edilen, ayrica memeliler ve omurgasizlar
gibi hayvanlarda da yaygin bulunan siilfatlanmis polisakkaritler, cok ¢esitli ve 6nemli
biyolojik aktiviteler gosteren, karmasik bir makromolekiil grubunu igeren, kimyasal
olarak anyonik bilesiklerdir. Deniz algleri hayvansal olmayan stilfatlamis
polisakkaritlerin 6nemli bir kaynagidir. Bu siilfatlanmis polisakkaritlerin kimyasal
yapilari, kahverengi alglerde (Phaecophyceae) fukoidan bilesigi, kirmizi alglerde
(Rhodophyceae) karragenan bilesigi ve yesil alglerde (Chlorophyceae) ulvan bilesigi
seklinde alg tiirlerine gore degisiklik gostermektedir (Costa ve ark., 2010). Bu
siilfatlanmis  polisakkaritler, anti-HIV-1, antikoagiilan, immunomodiilatér ve
antikanser aktiviteleri gibi ¢esitli biyolojik aktiviteler sergilemektedirler (Kim,

2012b).

Kitin, diinya {izerinde seliilozdan sonra en ¢ok bulunan ikinci biyopolimer olup
en ¢ok bulunan polisakkarittir. Birgok mantarin koruyucu dis iskeletini olusturan ve
hiicre duvar olarak kabuklularda ve boceklerde yaygin olarak bulunan, genellikle
yenge¢ ve karides kabuklarindan hazirlanan, B(1 — 4) baglantili N-asetilglukozamin
birimlerinin bir glikanidir. Kitosan, kitinin alkali deasetilasyonu ile hazirlanan N-
asetilglukozaminin kismen deasetillenmis bir polimeridir (Kim ve ark., 2006).
Kitooligosakkaritler ise kitosanin kimyasal veya enzimatik hidrolizi yoluyla
uretilebilen,  glukozamin  birimleri  i¢eren  polikatyonik  polimerlerdir.
Kitooligosakkaritler, toksisitelerinin az olmasi1 ve yiiksek c¢oziiniirlikleri ile
antioksidan, ACE inhibisyonu, antimikrobiyal, antikanser, antidiyabetik,

hipokolesterolemik, hipoglisemik, anti-Alzheimer, antikoagiilan ve adipogenez
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inhibisyon ozellikleri gibi pozitif fizyolojik etkileri nedeniyle farmasotik ve tibbi

uygulamalari agisindan, artan bir ilgi konusu olmuslardir (Kim ve Rajapakse, 2005).

Poliketit, makrolit ve polieter tiiri bilesiklerle ilgili biyosentetik kanitlar hala
seyrek olmasina ragmen, asetat, propiyonat veya biitiratin dogrusal yogunlagmasiyla
deniz tiirlerinden acgik¢a tiiretilen c¢ok sayida bilesik Ornegi bulunmaktadir.
Poliketitlerin en basit Orneklerinden biri olan Laurencin, bir bromonyum iyonu
tarafindan siklizasyonu tetiklenen, deniz ortaminda yaygin olan haloperoksidazlardan
birinin miidahalesiyle halojenin dahil edildigi kirmiz1 alg Laurencia glandulifera’dan
tiretilmis bir bilesiktir. Peroksit grubundan sekonder metabolit 6zelligi tasiyan
Plakortik asit ise linear poliketitten tiiretilmis antifungal bir bilesiktir. Deniz
tiirlerinden bir dizi polisiklik polieter toksinin izole edilmesi ile baz1 6nemli bilesiklere
ulasilmigtir. Polieterler arasinda 6ne ¢ikan Briostatin I, bryozoan Bugula neritina'dan
elde edilmis bir antikanser ajan olarak faz ¢alismalarina katilmistir. Bir diger bilesik
olan Okadaik asit, baglangicta Halichondria okadai ve H. melanodocia siingerlerinden
ve daha sonra bir Phakellia tiirii olan New England siingerinden izole edilmistir. Deniz
planktonik mikroalglerin zararl tiirleri arasinda bulunan dinoflagellat Gymnodinium
breve tarafindan iiretilen Brevetoksinler, daha karmasik polieterlerdir (Rinehart,

2008).

Karotenoidler, bitkiler, algler, mantarlar ve mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenen, ancak hayvanlar tarafindan sentezlenmeyen, pigmentli bilesikler
ailesinden olup, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve diger kronik hastaliklar da dahil
olmak iizere insan hastaliklarini 6nlemede etkili oldugu diisiiniilmektedir (Agarwal ve
Rao, 2000). Synechocystis trididemni tarafindan iiretilen Feofitin bilesigi, daha sonra
Dedemnin’leri de iireten tunikat Trididemnum solidum tarafindan degistirilerek
magnezyum yerine nikel igeren, vinil grubu yerine hidroksimetil grubu tasiyan ve uzun
zincirli fitol esterin olmadigr Tuniklorin pigmentine doniistiiriilmiistir. Bu durum
Mavi-yesil alg Synechocystis trididemni ve tunikat Trididemnum solidum arasindaki

simbiyotik yasantinin da 6nemine dikkat ¢cekmektedir (Rinehart, 2008).
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Terpenler ve steroller deniz kaynaklarindan en c¢ok elde edilen bilesik
tiirlerindendir. Solentera’lardan izole edilen seskiterpenoid antitiimor bilesik Crassin
asetat ve diterpenoid antifouling bilesik Renillafoulin C deniz organizmalarindan elde
edilen terpenlere iyi birer Ornektirler. Kapnellenetriol 6rneginde oldugu gibi bazi
sistemler, ilk kez ve/veya sadece deniz iiriinlerinde bulunmustur ve halojen
subtitiientleri gibi baz1 fonksiyonel gruplar da deniz terpen metabolitlerinin
karakteristigini olusturmaktadir. Ornegin, kirmiz1 alg Laurencia sp. tiiriinden izole
edilen Laurinterol, Gram-pozitif bakterilere kars1 gosterdigi aktivite ile streptomisine
rakip olmaktadir. Izosiyanopupukeanan'da oldugu gibi izonitril, izotiyosiyanat ve
tiyosiyanat substituentleri, siyaniir iyonundan kaynaklanan deniz terpenlerinin diger
bir karakteristik 6zelligidir. HIV inhibitorleri oldugu bildirilen diterpenler Avarol ve
Avaron’un yani sira antienflamatuar ajan olarak Manoalid de ilgi konusu olan deniz
terpenlerindendir. Holothurian’lardan (Deniz Hiyar’lar1) elde edilen birgok triterpen
saponinin antifungal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Holothurin A ile gosterilen
bu bilesikler, genellikle bir dizi seker substituentleri iceren, memeliler i¢in de toksik

olan bilesiklerdir (Rinehart, 2008).

Okaryotik canlilar, plazma membraninda %20-30 oraninda yiiksek steroller
icermektedir. Farkli Okaryotik canlilara baktigimizda bitkilerde Fitosteroller
(sitosteroller, stanoller vb.), mantarlarda Ergosterol ve hayvanlarda Kolesterol gibi
membran gili¢lendirici yiiksek steroller bulunmaktadir. Bunlar arasinda triterpenik
yapidaki fitosteroller kolesterol diisiirlicii etkinlikleri ile dikkat ¢ekmektedir (Kim,
2012b). Deniz sterolleri, S-adenosilmetiyoninden tiiretilen dall1 karbonlara sahip
Kolesterol’de oldugu gibi, yan zincirdeki karmasik alkilasyon modelleri ile karakterize
edilmektedir. Diger bir deniz steroid sinifi, esas olarak denizyildizinda bulunan yiiksek
oksijenli, karbonhidrat substituentli metabolitler olan saponinlerdir. Mosesin I gibi
baz1 deniz saponinleri, farkli dil balig: tiirleri tarafindan antifeedant (diger canlilar
tarafindan yenilmeyi Onleyici) maddeler olarak iiretilmektelerdir ve eslik eden bir

polipeptitin gliclendirdigi etki ile kopekbaliklarin1 kovmaktadirlar (Rinehart, 2008).
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Azot igeren heterosiklikler olarak da bilinen alkaloidler, en ilging deniz sekonder
metabolitleri arasindalardir. Karasal bitkiler tarafindan {iretilen alkaloidler gibi,
bircogu agik bir sekilde amino asit prekiirsdrlerinin siklizasyonu ile tiiretilmektelerdir.
Bu nedenle, koloni olusturan FEudistoma olivaceum tunikatindan elde edilen
Odistomin’ler, agik¢a triptofandan (veya triptaminden) ve karasal p-karbolin’ler gibi
ikinci bir amino asitten biyosentetik olarak tiiretilmektedirler. Odistomin C, E, K ve
L’nin tunikattaki iglevi bilinmemekle birlikte deniz organizmalarindaki en aktif
antiviral ajanlar arasindadirlar. Benzer bir sekilde koloni olusturan Ecteinascidia
turbinata tunikatindan elde edilen Ecteinascidin’ler, deniz kaynaklarindan izole edilen
en aktif antitiimor ajanlar1 arasindadirlar. Deniz organizmalarindan elde edilen diger
sekonder metabolitlerin ¢ogunda oldugu gibi, Ecteinascidin’lerin de islevi
bilinmemektedir. E. turbinata larvalarinin kimyasal olarak korunuyor olmasinin ve
hemen hemen her zaman diger organizmalardan daha temiz bulunmasinin sebebi
olarak icerdikleri Ecteinascidin’lerden siiphelenilmektedir. Genellikle tunikatlarda
veya slingerlerde bulunan, kondense edilmis birka¢ halkaya sahip bir dizi aromatik
heterosiklikden olusan deniz sekonder metabolitlerine 6zgii bilesikler sinifina,
Amfimedin Ornek verilmektedir. Bu bilesikler genellikle memeli hiicreleri igin

toksiktir (Rinehart, 2008).

Deniz kaynakli organizmalardan mantarlar daha ayrintili olarak incelendiginde
en cok elde edilen sekonder metabolit tiirleri, alkaloidler, diketopiperazinler ve
peptidleri de iceren azotlu bilesikler, poliketidler ve prenilasyonlu poliketidler
(meroterpenoidler), terpenoidler ve lipidler seklinde siniflandirilabilmektedir (Ebada
ve Proksch, 2012). Deniz tlirevi mantardan elde edilen bir¢ok ¢esitli kimyasal yapilarin
bulunmasinin yan sira, antimikrobiyal (Donia ve Hamann, 2003), antitiiberkiiloz (El
Sayed ve ark., 2000), antiviral (El Sayed, 2000), antiparazitik (Kayser ve ark., 2002),
antihelmintik, antimalaryal, antiprotozoal, antikoagiilan, antiplatelet, antienflamatuar,
antidiyabetik etkiler ve antitimor etkiler de iceren genis bir farmakolojik etkinlik
yelpazesine sahiptir ve ayrica bu bilesiklerden bazilarinin kardiyovaskiiler, bagisiklik

ve sinir sistemlerini de etkileyebilecegi kanitlanmistir (Mayer ve ark., 2011; Mayer ve
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ark., 2010; Waters ve ark., 2010). Giiclii etkinlikleri ile elde edilen bu metabolitler,

klinik caligmalarda yer almaktadir.

1.2.4. Deniz Kaynakl flaclar ve Son Giincellemeler

Amerika Birlesik Devletleri'nde su anda kullanilan Gida ve Ilag¢ Idaresi (FDA)
tarafindan onaylanmis onii¢ ve Avusturalya Tedavi Uriinleri Idaresi (TGA) tarafindan
onaylanmis bir adet deniz tiirevi ilag piyasada bulunmaktadir. Ayrica klinik

denemelerin farkli asamalarinda ve klinik 6ncesi veri hattinda ¢ok sayida deniz tiirevi

bilesik yer almaktadir (Mayer, 2021).

Trabectedin (Yondelis®, ET-743), koloni olusturan Ecteinascidia turbinata
tunikatindan izole edilmis bir tetrahidroizokinolin alkaloididir. Bu bilesik, Avrupa
Birligi'nde yumusak doku sarkomunun tedavisi i¢in ve platin duyarli over kanseri
vakalariin tekrarlayan durumlarinda onaylanan ilk antikanser ajandir (Verweij, 2009;
Yap ve ark., 2009). YONDELIS 1 mg IV konsantre inflizyonluk ¢ozelti icin toz
preparati Onko Kogsel Ila¢ San. Tic. A.S tarafindan Tiirkiye ilag piyasasinda yerini

almaktadir.

Brentuximab vedotin 63 (Adcetris®), tamamen sentetik bir Dolastatin 10
molekiilii analoguna dayanan bir antikanser ajandir. Dolastatin 10, 1972 yilinda deniz
yabani tavsani Dolabella auricularia'dan izole edilmistir (Pettit ve ark., 1987).
Hodgkin ve sistemik anaplastik biiylik hiicreli lenfoma tedavisi i¢in onaylanan bir

deniz kaynakli ilactir (Firsova ve ark., 2017).
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Eribulin mesilat (Halaven®), ilk kez 1986 yilinda deniz siingeri Halichondria
okadai'den izole edilmistir. Yapisal olarak basitlestirilmis Halichondrin B’nin sentetik
bir analogudur. Deniz tiirevi mikrotiibiil hedefli bir ajandir. Murin 16semi hiicrelerinde
yiiksek sitotoksiteye sahip oldugu bulunmustur. 2010 yilinda FDA ve 2011 yilinda
EMEA(Avrupa, Orta-Dogu ve Afrika) tarafindan metastatik meme kanseri igin
onaylanmistir (Dumontet ve Jordan, 2010; Huyck ve ark., 2011).

Lovaza® (eski adiyla Omacor), balik yaglarindan izole edilmis birkag Omega 3
yag asidinin etil esterlerinden olusan bir anti-hipertrigliseridemi ilagtir. Deniz kaynakl
Omega-3 yag asitlerinin, trigliseritleri ve diisilk yogunluklu kolesterolleri (LDL)
azalttig1, kandaki yiliksek yogunluklu kolesterolleri (HDL) arttirdigi kanitlanmistir.
Beslenme ve statinler ile birlikte terapotik etkilidir (Pettit ve ark., 1987).

Zikonotid (Prialt®), koni salyangozu Conus magus'tan izole edilmis dogal
olarak olusan bir peptit olan ®-konotoksinin sentetik bir formudur. Bu bilesik, 2004'te
FDA onay1 ve 2005'te EMEA onay1 alan Morfin’den sonraki ilk intratekal analjezik
ilagtir. Su anda kanser veya AIDS gibi ciddi kronik agrili hastalar igin
nitelendirilmektedir (Rauck ve ark., 2009; Staats ve ark., 2004).

Vidarabin (Vira-A®, arabinofuranosiladenin veya adenin arabinosid, Ara-A), ilk
olarak Karayip siingeri Tethya crypta'dan izole edilen Spongouridin’den gelistirilen
sentetik bir piirin niikleosididir (Bergmann ve Stempien, 1957). Su anda Spongouridin,
Streptomyces antibioticus gram pozitif bakterisinin fermantasyonundan elde
edilmektedir (Hong ve ark., 1986). Herpes simpleks viriisii tip 1 ve 2'nin neden oldugu
tekrarlayan epitelyal keratit, akut kerato-konjonktivit ve ayrica yiizeysel keratit i¢in

FDA tarafindan onaylanmistir (Mayer ve ark., 2010).
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Sitarabin (Cytosar-U®, arabinosil sitozin veya sitozin arabinosit, Ara-C) ilk
olarak bir Karayip silingeri Tethya crypta'dan izole edilen Spongotimidin’den
gelistirilmis sentetik bir pirimidin niikleosididir (Bergmann ve Stempien, 1957). Akut
miyelositik 16semi, lenfositik 16semi, meningeal l6semi ve kronik miyelojendz
16seminin patlama krizi faz1 dahil olmak iizere farkli 16semi tiplerinde kullanilan, deniz
kaynakli bir antikanser bilesigi olarak 1969’da onaylanmistir (Absalon ve Smith,
2009; Thomas, 2009).

Omega-3-karboksilik asit (Epanova®, Omthera Pharmaceuticals Inc., NJ,
ABD), Eikosapentenoik asit(EPA) ve dokosaheksenoik asit (DHA) bilesiklerinin
biyoyararlanimini, diisiik yagh diyetlerle en {ist diizeye ¢ikarmak i¢in gelistirilmis yeni
bir ®-3 serbest yag asidi formiilasyonudur ve hipertrigliseridemili hastalarin
tedavisinde p-3-asit etil esterler ile karsilastirildiginda potansiyel bir terapotik avantaj

saglamaktadir (Kataoka ve ark., 2013).

Eikosapentaenoik asit etil esteri (Vascepa®, icosapent etil; Amarin Pharma),
siddetli hipertrigliseridemili yetiskin hastalarda trigliserit diizeylerini diisiirmek i¢in
diyete ek olarak FDA tarafindan Temmuz 2012’de onaylanmistir. Icosapent etil, saf
bir omega-3 yag asididir ve bu endikasyon i¢in FDA tarafindan ilk kez onaylanan,

sadece EPA iceren bir omega-3 ajanidir (Fala, 2013).

Plitidepsin (Aplidin®, PharmaMar tarafindan iiretilmektedir), Dehidrodidemnin
B, eEF1A2'ye baglanan ve kanser hiicrelerinde oksidatif stresi indiikleyen bir
ascidiyan depsipeptiddir. Ilk olarak 2018'de multipl miyelom, 16semi ve lenfoma
tedavisi i¢in Avustralya'da onaylanmistir (Bronstrup ve Sasse, 2020; Dyshlovoy ve

Honecker, 2020).
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Polatuzumab vedotin (PolivyTM, Genentech, Roche tarafindan tiretilmektedir),
CD76b 'ye 6zgili monoklonal antikor polatuzumab ile konjuge MMAE'den (Monometil
Auristatin E; simbiyotik deniz siyanobakterilerinin bir peptit toksini olan Dolastatin
10'un bir analogu) olusan bir antikor ila¢ konjugati (ADC)'dwr. ilag, B hiicreli
lenfomalarin, non-Hodgkin lenfomalarin ve kronik lenfositik 16seminin tedavisi igin
2019 yilinda FDA tarafindan onaylanmistir (Deeks, 2019; Dyshlovoy ve Honecker,
2020).

Enfortumab vedotin (PADCEVTM, Astellas Pharma ve Seattle Genetics
tarafindan tiretilmektedir), MMAE ve nektin-4'e 6zgii bir antikordan olusan baska bir
ADC'dir. 2019 yilinda metastatik {iirotelyal kanser tedavisi i¢in onaylanmistir

(Dyshlovoy ve Honecker, 2020; Hanna, 2020).

Lurbinectedin (ZepzelcaTM, PharmaMar tarafindan tretilmektedir), DNA'nin
kiiciik yarigina baglanan ve RNA polimeraz II'nin inhibisyonu ve degradasyonu
yoluyla antikanser etkisini gdsteren sentetik bir Trabectedin tiirevidir. Ilag, 2020
yilinda metastatik kii¢iik hiicreli akciger kanserinin tedavisi i¢in onaylanmistir

(Dyshlovoy ve Honecker, 2020; Markham, 2020b).

Belantamab  mafodotin ~ (BlenrepTM,  GlaxoSmithKline  tarafindan
tiretilmektedir), Mikrotiibiil inhibitorii Monometil Auristatin F (MMAF)’ye konjuge
edilmis B hiicresi olgunlasma antijenini (BCMA) hedefleyen bir antikor igeren,
alaninda birinci bir monoklonal antikor-ilag konjugatidir (ADC). MMAE'ye benzer
sekilde, MMAF, tiibiilin polimerizasyonunu hedeflemektedir. Ilag, tekrarlayan ve
refrakter multipl miyelomun tedavisi i¢in 2020 yilinda onaylanmistir (Dyshlovoy ve

Honecker, 2020; Markham, 2020a).
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Cizelge 1.1. Deniz canlilarindan elde edilen ve piyasada bulunan onayli ilaglar (Mayer, 2021).

Bilesik Ad1 Tescilli Deniz Kimyasal Molekiiler | Hastahik Firma/
Marka Canhis1 Simif Hedef Alam
Enstitii
Belantamab Blenrep TM | Yumusak¢a/ | ADC BCMA Kanser: [GlaxoSm
mafodotin-blmf | (2020) siyanobakter | (MMAF) ith
i Tekrarlayan / | Kline]
refrakter
multipl
miyelom
Lurbinektedin Zepzelca T Tunikat Alkaloid RNA Kanser: [Pharmam
M (2020) Polimeraz Metastatik ar]
1I Kiigiik hiicreli
Akciger
Kanseri
Enfortumab PADCEVT Yumusak¢a/ | ADC Nektin-4 Metastatik
Vedotin-ejfv M (2019) siyanobakter | (MMAE) iirotelyal Astellas
i kanser Pharma &
Seattle
Genetics
Polatuzumab Polivy TM ( | Yumusak¢a/ | ADC CD76b & | Kanser:Non-
vedotin (DCDS- | 2019) siyanobakter | (MMAE) mikrotiibiill | Hodgkin
4501A i er lemfoma,
Kronik
lemfotik Genetech
16semi, / Roche]
Lenfoma, B
Hiicreli
lenfoma,
Folikiiler
Plitidepsin** Aplidin® Tunikat Depsipepti eEF1A2 Kanser: ¢oklu
d myelom,
16semi, [Pharmam
lenfoma ar]
Trabektedin Yondelis® Tunikat Alkaloid Minér Kanser:
(ET-743) (2015) DNA olugu | Yumusak
Doku Pharmam
Sarkomu ve | ar]
Yumurtalik
Kanseri
Omega-3- Epanova® Balik Omega-3 Trigliserid Hipertrigliseri
karboksilik asit (2014) yag asitleri | sentez demi
enzimleri [AstraZen
eca]
Eikoza Vascepa® Balik Omega-3 Trigliserid Hipertrigliseri
pentaenoik asit | (2012) yag asitleri | sentez demi
etil ester enzimleri Amarin
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Cizelge 1.1. Devam

Brentuksimab Adcetris® Yumusak¢a/ | ADC(MM CD30 & | Kanser:
vedotin _ (SGN- | (2011) siyanobakter | AE) mikrotiibiill | Anaplastik
35) i er biiytik T
malign Genetics]
lenfoma,
Hodgkin
hastalig1
Eribulin Mesilat | Halaven® Stinger Makrolid Mikrotiibiil | Kanser:
(E7389) (2010) ler Metastatik L
Meme [Eisai
Kanseri Inc.
Omega-3-asit Lovaza® Balik Omega-3 Trigliserid | Hipertrigliseri
etil esterler (2004) yag asitleri | sentez demi
enzimleri M
ithKline
Zikonotid Prialt® Koni Peptid N-Tipi Ca | Agri: Siddetli
(2004) salyangozu kanali Kronik Agri [Jazz
Pharmace
uticals
Vidarabin Vira-A® Stinger Niikleozid Viral DNA | Antiviral:
(Ara-A) (1976) polimeraz Herpes [Mochida
Simplex Pharmace
Viriisti utical Co.
Sitarabin Cytosar-U® | Siinger Niikleozid DNA Kanser:Lose
(Ara-C) (1969) polimeraz mi
Pfizer

Cizelge 1.2. Deniz canlilarindan elde edilen ve

faz 3 caligmalan gergeklestirilen etken

maddeler (Mayer, 2021).
Bilesik Adi Tescilli | Deniz Kimyasal Molekiiler | Hastahk Firma/
Marka Canlis1 Simf Hedef Alam
Enstitii
Mantar Diketopipera | Mikrotiibiil | Kanser:
zin ler Kiigiik
. . Hiicreli Dis1 | [BeyondSpring
Elinabulin - Akciger Pharmaceutical
NPI-2358 Kanseri, ]
Beyin
Timori
Halneur Kirpi Guanidiniyu | Sodyum Agri: Kronik | [Wex
Tetrodotoksin ™ balig1 m alkaloidi kanallari Agrn Pharmaceutical
on
Inc.

26




Cizelge 1.2. Devam

Tunikat Alkaloid RNA Kanser:
Polimeraz Yumurtalik
Lurbinektedin Zepsyre I Kanseri,
(PMO1183) ® Meme [Pharmamar]
Kanseri,
SCLC
Bakteri Beta-lakton- | 20S Kanser:
gamma proteazom | Kiiciik
lactam Hiicreli Dis1
Akciger
Marizomib Kanseri,
(Salinosporamid | - Pankreas Triphase
A:NPI-0052) Kanseri,
Melanom,
Lenfoma,
Multipl
Miyelom

Cizelge 1.3. Deniz canlilarindan elde edilen ve faz 2 calismalari gerceklestirilen etken
maddeler (Mayer, 2021).

Bilesik Adi Tescilli | Deniz Canhs1 | Kimyasal | Molekiiler | Hastahk Alam Firma/
Marka Siif Hedef
Enstitii
Solucan Alkaloid o7 nikotinik | Sizofreni,
asetilkolin Alzheimer
reseptori Hastalig1, Dikkat
grsal | Hiperaktivie | No'Link
(DMXBA) Bozuklugu,
Endotoksemi,
Sepsis,  Vagal
Aktivite
Yumusakea / ADC ENPP3 & | Kanser: Renal | [Agensys &
AGS-16C3F - ) | (MMAF) | mikrotiibiill | Hiicreli Astellas
siyanobakteri er Karsinom Pharma
Plokabulin Siinger Poliketid | Minor DNA | Kanser:  Solid | [Pharmamar
(PM184) ) olugu Tiimérler 1
Yumusak¢a/ | ADC Doku Kanser:
) | (MMAF) faktorii. & | Yumurtalik
siyanobakteri mikrotiibiill | Kanseri, Rahim
er Agz1  Kanseri,
Endometriyum
Kanseri, Mesane
Tisotumab HuMax Kanser%, Prostat
Vedotin ®-TF- Kanseri (CRPC), | [GenMab
E— ADC Bas Boyun
Kanseri
(SCCHN),
Ozofagus
Kanseri, Akciger
Kanseri
(NSCLC)
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Cizelge 1.3. Devam

Ladiratuzumab Yumusakea / ADC LIV-1 & | Kanser: Meme
vedotin ] | (MMAF) | mikrotubull | Kanseri [—g cattle
(SGN-LIV1A) siyanobakteri er Genetics]
S Bryozoan Macrolid | Protein Alzheimer [ Neurotrope
Bryostatin Iakton kinaz C hastalig1 BioScience]
Telisotuzumab Yumusak¢a/ | ADC c-Met Kanser:  Solid
vedotin (MMAE) Timorler Abbvie
(ABBV-399) siyanobakteri
Yumusak¢a/ | ADC AxI RTK Kanser:
Enapotamab . bakeri (MMAE) Yumurtalik
Lnapotamab styanobakter1 i i
vedotin Y KE}HSGH, Rahlrp Genmab
Agz1  Kanseri,
(HuMax-AXL) .
Endometriyal
Kanser
Yumusak¢a/ | ADC HER2 Kanser:
(MMAE) Urotelyal
siyanobakteri Karsinom,
Ilerlemis Kanser,
RC-48 Mide  Kanseri, [RemeGen]
Ileri evre Meme
Kanseri, Solid
Tiimorler
Yumusak¢a/ | ADC ROR2 Kanser:  Solid
i | (MMAE) Timér, Kiigiik
siyanobakteri Hiicreli Dist
CAB-ROR2 Akciger Kanseri, .
(BA-3021) Uglii  Negatif [BioAtla]
Meme Kanseri,
Yumusak Doku
Sarkomu
Yumusak¢a/ | ADC CD71 Kanser:  Solid
) | (MMAE) Timor, Bas ve
siyanobakteri Boyun Kanseri,
Kiigiik  Hiicreli | [AbbVie &
CX-2029 Dis1 Akciger | CytomX
(ABBV-2029) Kanseri, Therapeutics
Pankreas 1
Kanseri, Diffiiz
Biiyiik B Hiicreli
Lenfoma
Yumusak¢a/ | ADC IGF-R1 Kanser: Tleri
(MMAE) evre veya | [Pierre-
w0101 i bakteri .
Sryanobakter Metastatik Kati | Fabre
Timorler

28



Cizelge 1.4. Deniz canlilarindan elde edilen ve faz 1 c¢alismalar1 gerceklestirilen etken
maddeler (Mayer, 2021).

Bilesik Ad1 | Tescilli | Deniz Kimyasal Molekiiler Hastahk Alam | Firma/
Marka | Canhsi Smif Hedef
Enstitii
Yumusak¢a/ | ADC HER2 & | Kanser: Meme | [Ambrex &
ARX-788 - ] | MMAE) Mikrotiibiiller | kanseri, Mide | Zhejiang
siyanobakteri kanseri Medicine
Yumusak¢a/ | ADC NaPi2b & | Kanser:  Solid Mersana
XMT-1536 | - (Dolafleksin) | Mikrotiibiiller | Timérler I ]
siyanobakteri Therapeutics
Yumusak¢a/ | ADC HER2 & | Kanser: Meme 3SBio
ALT-P7 - (MMAE) Mikrotiibiiller | kanseri, Mide Al
siyanobakteri kanseri & Alteogen
MORADb- Stinger ADC Mikrotiibiiller | Kanser:  Solid e
202 . (Makrolid) Tiimorler [Eisai]
Yumusak¢a/ | ADC HER2 Kanser: Meme
) | (Auristatin Tiimorleri,
siyanobakteri varyanti) Mide
Tﬁmérleri,
06804103 Tiimorleri, AbbVie
Karsinom,
Kiigiik Hiicreli
Dis1 Akciger
Kanseri
Kirmiz alg Lektin Karbonhidrat | HIV 6nleme Center for
Grifitsin - baglayici Predictive
Medicine
Yumusakga / ADQ . HER2 Kanser: HER2 Zvmeworks
ZW-49 - ) | (Auristatin aracili L& BeiG
siyanobakteri varyanti) Kanserler & BeiGene]

1.2.5. Deniz Kaynakh Mantarlar

Mantarlar, bitkiler ve hayvanlarla simbiyotik iligkiler i¢inde gelismeleri ve
cesitli ekosistemlerde besin dongiisiiniin ayrilmaz bir pargasi olmalari nedeniyle
karasal ortamlarda baskin bir rol oynamaktadirlar. Karasal biyosferde bir karbon
kaynaginin ve nemin bir arada bulundugu her yerde, mantarlarin olugsmasi beklenirken
bu durumun deniz biyosferi i¢in de gecerli olup olmamasi yoniinde arastirmalar

yapilmistir (Zin, 2018).
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Deniz mantarlari, Durieu ve Montagne tarafindan Cezayir'deki Akdeniz i¢in
endemik bir tiir olan Posidonia oceanica deniz cayirinin rizomundaki Sphaeria
posidoniae (Halotthia posidoniae) mantar tiriiniin ilk kaydindan bu yana
incelenmektedir (Montagne, 1879). Deniz mantarlar1 {izerine yayimlanan ilk
aragtirmadan (Barghoorn ve Linder, 1944) yaklasik yirmi yil sonra deniz mikologlari,
Johnson ve Sparrow (1961) ardindan Kohlmeyer ve Kohlmeyer (1979) deniz
mantarinin ilk tanimlamasini yapmislardir. Deniz mantarlarinin genel kabul goren
ekolojik tanimi “Zorunlu deniz mantarlari, yalmizca deniz veya nehir agzi
habitatlarinda yetisen ve spor yapan mantarlardir; fakiiltatif deniz mantarlar1 ise tath
su veya karasal ortamda biliyliyebilen ve muhtemelen deniz ortaminda spor yapabilen
mantarlardir"  seklindedir (Kohlmeyer ve Kohlmeyer, 1979). Dogal iiriin
arastirmacilar1 genellikle deniz ortamlarindan toplanan mantarlari siniflandirmak igin
“deniz tlirevi” terimini kullanarak, deniz mantarlarimm deniz ortamlarinda
tekrarlanabilir sekilde biliyliyebilen veya spor yapabilen; diger deniz canlilarinin
simbiyontlar1 olarak bulunan; veya gelismek i¢in deniz ortamlarinda uyum saglayan
ve iireyen mikroorganizmalar olarak tamimlamaktadirlar (Giddings ve Newman,

2019).

Mantarlar, derin denizler, hidrotermal menfezler, kutup sistemlerin, deniz
sedimenti, kumsal ve dalgalarin siiriikledigi agac¢ parcalari, algler, deniz omurgasizlar
ve omurgalilar1 veya bitkiler(Mangrovlar gibi) gibi c¢esitli deniz ortamlarinda
bulunmaktalardir. Okyanus havasi bile ¢esitli mantar tiirlerini igermektedir (Frohlich-

Nowoisky ve ark., 2012).

Deniz mantarlar tlizerine ilk ¢aligmalar, makroalgler yani deniz yosunlarindan,
kokleri sualtinda bulunan agaglar ve deniz ¢ayirindan izole edilen bilesiklere
odaklanmistir. Sonrasinda bunu 1970'lerde, mikroskopta yapilan 6nemli teknolojik
ilerlemeler sayesinde, mantar morfolojisi ve taksonomisi lizerine yaymlanmis daha
fazla caligmalar izlemistir. Otuz yil sonra, gelistirilmis yliksek verimli genomik

siralama yontemleri, deniz kaynaklarindan taksonlar1 simiflandirmada siklikla
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kullanilmistir (Singh ve ark., 2012). Ayrica, metatranskriptomik siralama, deniz
topluluklarinda bulunan mantarlarin, biyojeokimyasal dongiide organik maddenin
ayrismast ve mineralizasyonu, konak organizmalarda parazitler, patojenler,
mutualistler ve endobiyontlar gibi islev gormesi, kimyasal savunmada veya dikkat
cekici olarak gorev almasi gibi onemli rollerinden bazilarini ortaya koymaktadir

(Giddings ve Newman, 2019).

1940’11 yillarda Penisilin’in kullanimi ile baglayan “Antibiyotiklerin Altin Cag1”
donemi, yeni terapotiklerin kaynagi olarak mikroorganizmalarin kapsamli bir sekilde
arastirilmasina oncli olmustur. Deniz kaynaklt mantarlardan ilk dogal iiriiniin sans
eseri kesfi, antibiyotik iireten organizma arayisinda olan Brotzu’nun, 1945 yilinda,
Sardinia, Cagliari'deki bir kanalizasyon ¢ikisinin yakinindaki mikrobiyal deniz suyunu
incelemesi sonucu gram pozitif ve negatif bakterilerin biliylimesini engelleyen bir
mantar izole etmesi ile gerceklesmistir. 1948 tarihli raporda bu mantar,
Cephalosporium acremonium olarak tanimlanmistir (Brotzu, 1948). Kiiltlire alinarak
yapilan arastirmalar sonucunda, Sefalosporin C ve Sefalosporin N (simdi Penisilin N)
gibi aktif bilesenler elde edilmistir. Sefalosporin C, penisiline direngli ve penisiline
duyarli Staphylococcus aureus suslarina karsi ¢ok cesitli biyoaktiviteler sergilemistir
(Newton ve Abraham, 1955). Biyoaktivitelerinin zayif olmasina karsin, Sefalosporin
C beta-laktamazlara duyarlilik gostermemis ve bu sayede penisiline direncli
mikroplara kars1 potansiyel biyoaktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Abraham ve
Newton, 1956; Newton ve Abraham, 1956). Bu sonuglar ile 7-aminosefalosporanik
asit iskelet yapisi genisletilerek penisiline direngli enfeksiyonlar1 tedavi etmek igin
bir¢ok Sefalosporin tiirevi iiretilmeye baslanmistir. Gilinlimiizde bes fakli Sefalosporin
tiirli bulunmaktadir (Giddings ve Newman, 2019). Cephalosporium cinsi daha sonra
Acremonium olarak yeniden adlandirilmistir. Cesitli deniz tiirlerinden Ornegin
Japonya, Awajishima Adasi'da deniz ¢amurundan izole edilen Acremonium sp.
AWA16-1 (Jang ve ark., 2006); Giiney Cin Denizi'nde toplanan bir deniz sediment
orneginden izole edilen 4. persicinum SCSIO 115 (Chen ve ark., 2012) tiirlerinden
biyoaktif bilesiklerin iiretildigi, ayrica deniz omurgasizlarinin ve alglerinin etkin bir

sekilde simbiyotik Acremonium tilirlerinden birtakim baska biyoaktif bilesiklerin elde
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edildigi bildirilmistir (Giddings ve Newman, 2019). Ayrica, deniz mantarlari
monoterpenler, seskiterpenler, diterpenler, sesterterpenler, triterpenler, steroller ve
meroterpenoidler gibi belirgin derecede yapisal olarak cesitlendirilmis terpenoidler
icermektedir. Meroterpenoidler ¢ogunlukla mantar ve deniz organizmalarindan izole
edilirken, bakteriler ve yiiksek bitkiler de bu tiir biyosentezlenmis karigik iirlinler
tiretmektedir (Kim, 2012a). Her yil yayimnlanan yeni bilesiklerin sayisinda, deniz
kaynakli mantarlardan elde edilen dogal iirlinlerin sayisinin hizla artmaya devam ettigi

ve hala doruga ulagsmadigi ifade edilebilmektedir (Rateb ve Ebel, 2011)

Deniz mantarlarindan elde edilen tiim yeni kimyasal yapilarin dortte {igiiniin,
deniz hayvanlar1 (% 30,1), deniz bitkileri (% 42,5) gibi canlilardan izole edilen
tiirlerinden elde edildigi, geri kalan bilesiklerin canli olmayan kaynaklardan, en
belirgin sekilde sedimentlerden (% 22,9) elde edildigi bildirilmistir (Jin ve ark., 2016).
Bir¢ok kiiltiir ekimine dayali olan veya olmayan c¢aligma, deniz siingerlerinin,
yumusakgalarin, tunikatlarin, alglerin ve diger omurgasizlarin zengin bir deniz mantari
kaynag1 oldugunu (Debbab ve ark., 2010), 6zellikle mangrov habitatlarinin (% 25,5),
alglerin (% 14.,4) ve stlingerlerin (% 9,2) mantar ¢esitliligi i¢in en 6nemli kaynaklar
oldugunu gostermistir (Zin, 2018). Mantarlar, ¢esitli deniz organizmalariyla veya bu
organizmalarin substratlariyla iliski halinde olup besin dongiisiine ve organik
maddenin ayrigmasina yardimci olmaktadirlar. Deniz mantarlar1 parazitik, komensal
(ortak yasayan) veya mutualistik (birbirine bagimli) olabilmektelerdir. Sonugta,
mikroorganizma ve konak arasindaki etkilesim, konak mikrobiyomlar iizerinde derin
etkileri olan kimyasal tepkimelere neden olmaktadir. Olduk¢a gelismis bu tepkimeler
sonucunda, insan tibbinda klinik olarak potansiyel etkiye sahip benzersiz yeni
molekiillerin yapi iskeletleri iiretilmistir (Boot ve ark., 2006; Bouftridi ve Quinn, 2018;
Debbab ve ark., 2010; Gonzalez-Medina ve ark., 2016).

Deniz omurgasizlari, farmakolojik 6zelliklere sahip bir dizi sekonder metabolit
veren ve yeni ilaglarin formiilasyonuna yol agan ana organizma gruplarindan biridir.

Deniz omurgasizlar1 arasinda siingerler, bentik toplulugun onemli bir bolimiini
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olusturduklart ve biyokiitlelerinin %40-60 kadarinin iliskili oldugu mikroplar
tarafindan olustugu i¢in mantar arastirmalarinda en ¢ok c¢alisilan deniz yasam alan
olmuglardir (Gal-Hemed ve ark., 2011; Hu ve ark., 2011; Perdicaris ve ark., 2013).
Ilging bir sekilde, bazilarmin yakin zamanda karasal kaynaklardan elde edildigi one
stirilen, bazilar1 deniz ortamina 6zel olarak adapte olmus ve bazilar1 halojene duyarli
olan Acremonium ve Penicillium gibi “karasal” taksonlarin bir¢ogu bu omurgasizlarda
bulunmaktadir (Gal-Hemed ve ark., 2011). Siingerle iligskili mantarlar, giiglii
antibakteriyel ve antikanser aktiviteleri olan yeni metabolitler vermistir (Jensen ve
Fenical, 2000). Trikoharzin, Mycale cecilia stingeri ile iliskili Trichoderma harzianum
mantarindan izole edilen ilk yeni metabolittir (Kobayashi ve ark., 1993). Gimnastatin
A, B ve C, Halikondria japonica siingerinden izole edilen Gymnasella dankaliensis
mantarinin susundan ilk yeni sitotoksik metabolitlerdir (Amagata ve ark., 1998).
Sorbikillakton A, deniz siingeri Ircinia fasciculata ile iliskili Penicillium chrysogenum
mantart tarafindan tretilen bir baska antilésemik ajandir. Ayrica antiviral ve
noroprotektif 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir (Bringmann ve ark., 2007; Thakur
ve Thakur, 2006). Deniz siingerleri, insanlarin saglikli yagam siiresini arttirmak igin
kullanilabilecek ilag adaylari, kozmetikler, besin takviyeleri ve molekiiler problar
gelistirmek icin zengin bir kimyasal ¢esitlilik ve saglik yarar1 kaynagi olarak kabul
edilmektedir (Zin, 2018).

Ascidiyanlar olarak da bilinen diger bir deniz omurgasizi olan tunikatlarin da
kiiltlire alinma ydntemlerinin gelismesi sayesinde zengin mikrobiyal topluluklar
barmdirdig bulunmus ve bunlarin ¢esitliligi hakkinda bilgi edinilmistir (Chen ve ark.,
2017). Son yillarda, tunikatlarla iliskili artan sayida mikroorganizma (mantarlar,
bakteriler, aktinobakteriler ve siyanobakteriler dahil) izole edilmistir (Schreiber ve
ark., 2016). Tunikatlardan izole edilen, antibakteriyel, antifungal, antitimér ve
antienflamatuar aktiviteler gibi ¢esitli 6zellikler gosteren, alkaloidler, siklik peptidler
ve poliketidler dahil olmak iizere 1000'den fazla dogal iirliniin, ~%8'inin aslinda
simbiyotik mikroorganizmalar tarafindan iiretildigi kanitlanmistir (Chen ve ark., 2017,
Chen ve ark., 2018; Schmidt, 2015). Diger mikroorganizmalarla karsilastirildiginda,

tunikatlardan tanimlanan mantarlar, toplam mikroorganizma toplulugunun yalnizca
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kiigiik bir yiizdesini temsil etmektedir. Tunikatlarla iliskili mantarlarin 25 cinsinden
22 cinsi (Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Bionectria, Botryosphaeria, Botrytis,
Cladosporium, Clonostachys, Cochliobolus, Epicoccum, Fusarium, Humicola,
Meyerozyma, Microdiplodia, Penicillium, Pestalotiopsis, Pithomyces, Phoma,
Plectosphaerella, Scopulariopsis, Talaromyces and Trichoderma) Ascomycota
filumuna aittir. Baskin cins Penicillium'dur, ardindan Aspergillus, Cladosporium,
Talaromyces ve Trichoderma gelmektedir. Tunikatlar i¢in mantarlarin 6nemi ve olasi

ekolojik rolleri belirsizligini korumaktadir (Lopez-Legentil ve ark., 2015).

Deniz mikroorganizmalari arasinda mantarlarin, antimikrobiyal, antitiiberkiiloz,
antiviral, antibakteriyel, antifungal, antiparazitik, antihelmintik, antimalaryal,
antiprotozoal, antikoagiilan, antiplatelet, antienflamatuar, antidiyabetik ve antitimor
etkileri ve enzim inhibitorii 6zelligindeki genis bir farmakolojik aktivite spektrumuna
sahip bilesikler igerdigi, ayrica baz1 bilesiklerin kardiyovaskiiler, bagisiklik ve sinir
sistemlerini de etkileyebildigi kanitlanmistir. Bu sayede yeni biyoaktif sekonder
metabolitlerin kaynagi olarak 6nemli bir rol kazanmistir (Gamal-Eldeen ve ark., 2009;
A. M. Mayer ve ark., 2011; Samuel ve ark., 2011; Waters ve ark., 2010). Mantarlarin
antibakteriyel metabolitlerden ziyade zengin bir antikanser kaynagi oldugu

bulunmustur (Rateb ve Ebel, 2011).

1.3. Aspergillus Cinsi Mantarlar

1729'da Micheli tarafindan adinm1 alan Aspergillus, en eski mantar cinslerinden
biridir. Aspergillus, oksijen agisindan zengin ortamlarin hemen hepsinde bulunan,
yiiksek diizeyde aerobik olan, yalnizca eseysiz yollarla ¢ogalan birkag yiiz kiif tiiriine
sahip bir cinstir (Ainsworth, 1976; Bennett, 2009). Aspergillus, eseysiz sporlari tastyan

ve taksonomisinin en 6nemli karakteri olan konidiyoforunun mikroskobik incelemesi
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sirasinda, Roma Katolik din adamlarinin, asperges denilen ayin sirasinda, kutsal su
serpmek i¢in kullandiklar1 aspergillum adindaki su fiskiyesine benzedigi i¢in bu adi

almistir (Ainsworth, 1976).

Thom ve Church (1926) tarafindan ilk biiylik monografi yayinlanan Aspergilli,
kiiflii saman, organik giibre y1ginlari gibi bir¢ok ciirliyen bitki ortiisii iizerinde saprofit
olarak bol miktarda biiyiirken, bircok Aspergillus tiirii, besinleri tilkenmis ortamlarda
veya temel besinlerden tamamen yoksun ortamlarda oligotrofi gdstererek
bliylimektedir. Bu c¢esitli yasam ortamlar1, Aspergillus tiirlerinin giliclii, istilac1 bir
dogaya sahip oldugunu gostermektedir. Dogal ortamdaki yayginliklari, laboratuvar
ortaminda yetistirilme kolayliklar1 ve tiirlerinin birgogunun ekonomik yonden dnemli
olmasi gibi nedenlerle birgok mikolog ve mikrobiyologun ilgisini ¢ekmistir. Boylece
Aspergillus en ¢ok bilinen ve en ¢ok c¢aligilan kiif gruplarindan biri haline gelmistir
(Bennett, 2010). Cok sayida yararli ekstraseliiler enzim ve organik asit liretmenin yant
sira, bu mantarlar ayrica biyoteknolojide ©Onemli sekonder metabolitler
iretmektedirler. Antitimor, antimikrobiyal, anti-enflamatuar ve antioksidan
aktiviteler gibi ¢esitli biyolojik aktiviteler gosteren, steroller, terpen, peptidler,
alkaloidler, poliketidler, laktonlar, halojenler vb de dahil olmak {izere ¢ok sayida yeni

sekonder metabolit de izole edilmistir (Lee ve ark., 2013; Wang ve Ding, 2018).

Lee ve ark. (2013)’nin yaptiklari calismada, deniz ve karasal kdkenli Aspergillus
sp'den elde edilen sekonder metabolitleri, kimyasal iskeletleri ve biyolojik aktiviteleri
yoniinden karsilagtirmislar ve onemli bir farkin bulunmadigi, bu ylizden Aspergillusun
deniz ve karasal kokenli metabolik sistemlerinin olduk¢a benzer oldugu ve deniz
kaynakli Aspergillus sp'den karasal tiirline gore farkli bir kimyasal sinifin bulunmadig
sonucuna varmislardir. Aspergillus sporlarinin derin denizde yasayabilmesi nedeniyle,
karasal tiirlerin deniz ortamina dagilmis olabilecegi ve Onemli Ol¢lide ¢apraz
kontaminasyonun meydana gelmis olabilecegi miimkiin goriilmiistiir. Bununla
birlikte, deniz kaynakli Aspergillus cinsi mantarlar, yeni biyoaktif tiirevler tiretmeleri

nedeniyle, farmakolojik olarak degerli yeni bilesiklerin iiretken bir kaynagi olarak

35



kabul edilmislerdir. Bunu destekler nitelikte Wang ve Ding (2018), yaptiklar
calismada, 2006'dan 2016'ya kadar deniz kaynakli Aspergillus'tan 232 yeni sekonder
metaboliti ve bunlarin ¢esitli biyoaktivitelerini bildirmislerdir. Boylece, hastaliklarin
tedavisinde ve insan saglhigim1 desteklemede daha biyoaktif metabolitlerin
gelistirilmesi ile deniz kaynakli Aspergillus cinsi mantarlarin, yeni terapétik ilaglar

icin umut verici bir kaynak olacagi kanitlanmaistir.

1.3.1. Deniz Kaynakh Aspergillus niger Mantari1 Uzerine Calismalar

Aspergillus niger (Tieghem, 1867), Aspergillus cinsi Nigri seksiyonundan tiirler
olup, eseysiz iiremenin bir par¢asi olarak organizmanin viicudundan tomurcuklanan
sporlardan olugsmus karakteristik sekilli, yuvarlak, siyah konidiyal bir bas ile ince bir
sap igermektedir. Tiim aerobik ortamlarda meydana gelen, kozmopolit bir aseksiiel
saprofit olarak kabul edilmektedir (Bennett, 2010; Varga ve ark., 2011). "Siyah kiif"
hastaligina neden olarak taze meyvelerin, tahillarin ve mahsullerin hasat sonrasi
cliriimesinden sorumludur ve depolanmis gidalarin en yaygin kirleticisi, kontominanti
olan fitopatojenik bir mantardir (Gautam ve ark., 2011). Currie (1917), diisiik pH’da,
seker sollisyonu igerisinde A4. miger mantarint kiiltiirleyerek, gida, kozmetik ve
farmasotik formiilasyonlarda yaygin kullanimi nedeniyle en degerli ticari kimyasal
tirtinlerden biri olan sitrik asiti yiliksek miktarda biyosentezledigini kesfetmistir. Sitrik
asit Uiretimine dayanan ilk ¢aligmalarin ardindan, gelisen biyoteknolojik ve analitik
teknikler sonrasinda bu mantarin, diger filamentli mantarlarda meydana gelmeyen ¢ok
cesitli yararli proteinleri iliretmistir ve bu durum a-amilaz, oksidaz, katalaz,
dehidrojenaz, hidrolaz, seliilaz, pektinaz gibi ¢ok sayida hiicre dis1 enzimin iiretimine
onemli Ol¢iide katki saglamistir. Transkriptomik ve metabolomik gibi molekiiler
biyoloji tekniklerinin gelisimi ile bazi suslarinin tam genom dizisinin aydinlatilmast,
sekonder metabolit genlerine dair 6nemli bir kavrayis kolaylig1 saglayarak dogal

irlinlerin biyosentezinin anlagilmasina yardimci olabilmistir (Lima ve ark., 2019).
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1917'den 2018'e kadar, 4. niger suslarinin farkli kaynaklardan (Sekil 1.4), belli
gruplar altinda incelenen (Sekil 1.5) 213 adet sekonder metabolit iirettigi bulunmustur.
Ozellikle deniz kaynakli A. niger suslarindan elde edilen metabolitler Cizelge 1.6°da

verilmistir (Lima ve ark., 2019).

B Mutant
Karasal

M Deniz

B Endofit

H Diger

Sekil 1.4. Sekonder metabolit iiretimi i¢in arastirilan A. niger suslarina dair, bildirilen
kaynaklarin / habitatlarin yiizde dagilimi.
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Aspergillus niger Sekonder Metabolit Turleri

60
50
40
30
20
| 11111
0 | mE m =
< < < < < < & < < < < < < <
2 2 2 e e & & ¢ 3 & ¢ S e
.,\0& .\0& &o& Q&\& ,b'x\& ‘%\& \é\e Qe& ‘6\6\ g\\o& ,b(\& Q}\Q . \Q\& <)\Q°
» » > e < S N < ) &
SRR S I LG P
<0 ¥ & & P O R %\0
L ERNC A S >
> N
A

H Aspergillus niger Sekonder Metabolit Tirleri

Sekil 1.5. Aspergillus niger suslarindan elde edilen sekonder metabolit tiirleri.

Cizelge 1.5. Deniz kaynakli Aspergillus niger mantarindan elde edilen bilesikler ve
biyoaktiviteleri

(-) asperazine,
(+) asperazine,

Fonsecinone A,

Isoaurasperone A,
Asperpyrone D,

Asperpyrone C

armigera Hubner)

Insektisit etki
(Helicoverpa

armigera Hubner)

Canh Tiirii Aspergillus Elde Edilen Bilesiklerin Kaynakc¢a
niger susu Kimyasal Bilesikler Biyoaktiviteleri
Ceriops tagal IX-5 Nigerpiperazine A, Insektisit etki (Bai ve ark.,
(mangrov) 2020)
(Helicoverpa
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Cizelge 1.5. Devam

Haliclona sp.
(slinger)

Zoanthidae
(knidliler ailesi)

Haliclona sp.

(slinger)

LS24

102

LS11

Nipyrone A,

Nipyrone B,

Nipyrone C,

Germicidin C

Asperdiphenol A,

Fonsecione A,
Asperpyrone A,
Aurasperone A,

Dianhydro-

aurasperone C,
Asperpyrone C,
Asperpyrone D,
Asperpyrone B,
Rubrofusarin B,

Flavasperon
Asperitaconic acid A,
Asperitaconic acid B,

Asperitaconic acid C

Orta derece
antibakteriyel
(Staphylococcus
aureus, Escherichia
coli, Bacillus
subtilis,
metisiline direngli
Staphylococcus
aureus)
Antibakteriyel (S.
aureus, B. Subtilis),
Antitliberkiiloz
(Mycobacterium
tuberculosis)
Antibakteriyel ve
sitotoksik aktivite

testleri negatiftir

Antibakteriyel etkili
(Staphylococcus
aureus), Sitotoksik
etki bulunmamigtir

(HepG2, HeLa)

(Ding ve ark.,
2019)

( Zhang ve ark.,
2018)

(Ding ve ark.,
2018)
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Cizelge 1.5. Devam(2)

Sediment
(Brezilya
kuzeydogu sahili)

Sargassum sp
(kahverengi alg)

Camur tabakasi
(Jeonnam Eyaleti,
Kore)

BRF-074

SCSIO Jesw6F30

MSA 773

Yeni bir ester furan
tiirevi bilesik,
Malformin Al,
Malformin C,
Cyclo (trans-4-
hydroxy-L-Pro-L-
Leu),

Cyclo (trans-4-
hydroxy-L-Pro-L-
Phe),

Cyclo (L-Pro-L-Leu),
Cyclo (L-Pro-L-Phe),
Pseurotin D,
Pseurotin A,
Chlovalicin,
Cyclo (L-Pro-L-Tyr),
Cyclo (L-Pro-L-Val),

Aspernigrin A,

Aspernigrin B,

Aspernigrin C,

Aspernigrin D,

Malformin C,

Rubrofusarin,

Rubrofusarin B,
Fonsecin
6,9-
Dibromoflavasperone,
Flavasperone,
TMC-256A1,

Aurasperone B

Sitotoksik etki

(HCT-116)

Zayif antiviral etki
(HIV-1 SF162)
Giiglii antiviral etki
(HIV-1 SF162)
Giiglii antiviral etki
(HIV-1 SF162)
Zayif antiviral etki

(HIV-1 SF162)

Giiglii radikal
stipiiriicii etki

(DPPH)

(Uchoa ve ark.,
2017)

(Zhou ve ark.,
2016)

(Leutou ve ark.,
2016)
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Cizelge 1.5. Devam(3)

Camur 6rnegi
(Liaoning Eyaleti,
Cin)

Sargassum sp
(kahverengi alg)

Avicennia marina
(mangrov)

2HL-M-8

SCSIO
Jesw6F30

MA-132

Aurasperone H,

Isoaurasperone A,
Fonsecinone A,
Fonsecinone B,

Fonsecinone C,

Fonsecinone D,
Asperpyrone B,
Asperpyrone C,
Flavasperone
Aurasperone A,
Fonsecinone D,
Fonsecinone B,
Aurasperone B,
Fonsecinone A,
Fonsecinone C,
Asperpyrone D,
Asperpyrone E,
Aurasperone F,
Asperpyrone A

Aurasperone C,

Nigerasterol A,
Nigerasterol B,
Malformin Al,

Malformin C

Orta diizey inhibitor
(A549, HL-60)

Antiproliferatif etki
(HL-60)

Tamami zayif
sitotoksik
aktivite (K562,
A549, Dul4s,
H1975,
MCF-7, Huh-7,
HL7702, HL60,

HeLa, Molt-4)

Ayrica COX-2
inhibitor aktivite
Giiglii antiproliferatif

etki (HL60, A549)

(Live ark., 2016)

(Fang ve ark.,
2016)

(Liu ve ark.,
2013)
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Cizelge 1.5. Devam(4)

Avicennia marina
(mangrov)

Colpomenia
sinuosa
(kahverengi alg)

Deniz suyu (Cin,
Fujian bolgesi)

MA-132

EN-13

MEF-16

Nigerapyrone A,
Nigerapyrone B,
Nigerapyrone C,

Nigerapyrone D,

Nigerapyrone E,

Asnipyrone B,
Asnipyrone A,
Nigerapyrone F,
Nigerapyrone G,
Nigerapyrone H
Isopyrophen,
Aspergillusol,
Pyrophen,
cyclo-(L-Trp-L-Ile),
cyclo-(L-Trp-L-Phe),

cyclo-(L-Trp-L-Tyr)

Asperiamide B,
Asperiamide C,
Averufin,

Nidurufin,

Glycerlipid

Sitotoksik (HepG2)
Orta veya zayif
sitotoksik (MCF-7,
HepG2, A549)
Orta veya zayif
sitotoksik (SW1990,
MCF-7, HepG2,
Dul45, NCI-H460,
MDA-MB-231)

Sitotoksik (A549)

Antimikrobiyal
testleri negatif sonug
vermistir

Orta diizeyde
inhibitor etki
(Tobacco Mosaic
Virus)

(Liu ve ark.,
2011)

(Zhang ve ark.,
2010)

(Wu ve ark.,
2008)
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Cizelge 1.5. Devam(5)

Colpomenia
sinuosa
(kahverengi alg)

Colpomenia
sinuosa
(kahverengi alg)

Colpomenia
sinuosa

(kahverengi alg)

EN-13

EN-13

EN-13

Nigerasperone A,
Nigerasperone B,

Nigerasperone C,

Aurasperone A,

Aurasperone B,

DianhydroaurasperoneC

Asperpyrone A,

Asperpyrone C,

Fonsecinone A,

Fonsecinone B,
Fonsecinone D
Fonsecinone C
Ergosterimide,

(22E,24R)-ergosta-
5,7,22-trien-3B-ol,

(22E,24R)-ergosta-
4,6,8(14),22-tetraen-3-
one,

(22E,24R)-50.,80-
epidioxyergosta-6,22-
dien-3B-ol,

(22E,24R)-ergosta-7,22-
dien-3f,50,6B-triol

5,7-dihydroxy-2-[1-(4-
methoxy-6-0x0-6H-
pyran-2-yl)-2-
phenylethylamino]-
[1,4]naphthoquinone

Zayif antifungal
(Candida albicans),
orta diizeyde
antioksidan (DPPH)
Zayif antifungal
(Candida albicans),
orta diizeyde

antioksidan (DPPH)

Zayif antifungal
(Candida albicans)
Zayif antifungal
(Candida albicans)
Orta diizeyde

antioksidan (DPPH)

Herhangi bir
biyoaktivite
caligmast
bulunmamaktadir

Orta diizeyde
antifungal aktivite
(Candida albicans )

(Zhang veLi ve
Wang, 2007)

(Zhang veLi
veProksch ve
ark., 2007)

(Zhang veLi
veWang ve ark.,
2007)
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Cizelge 1.5. Devam(6)

Tanimlanmayan

Mangrov

Axinella
damicornis
(slinger)

Tanimlanmayan
Stinger

Aplidium sp.
(Tunikat)

LL-1.V3020

CBX 146 2002

FT-0554

F97S11

Pyranonigrin A,
Pyranonigrin S,

3-O-Acetylpyranonigrin
A’

3,7-Di-O-
acetylpyranonigrin A,

3-0-Acetyl-7-O-
methylpyranonigrin A,

3-O-Ethylpyranonigrin
A,

Cycloleucomelone,

Bicoumanigrin,

Aspernigrin A,

Aspernigrin B,

Pyranonigrin A,
Pyranonigrin B,
Pyranonigrin C,
Pyranonigrin D
Nafuredin

Yanuthone A,
Yanuthone B,
Yanuthone C,
Yanuthone D,
Yanuthone E,
1-Hydroxyyanuthone A,
1-Hydroxyyanuthone C,

22-Deacetylyanuthone
A

Herhangi bir aktivite
¢aligmast
yapilmamustir

Orta diizeyde
Sitotoksik(DSMZ)

Giiclii néroprotektif
etki (L-glutamik
asite kars1)

NADH-fumarat
rediiktaz inhibitorii
(4scaris suum,
domuz yuvarlak
kurdu)

Herhangi bir aktivite
¢aligmast
yapilmamustir

(Schlingmann ve
ark., 2007)

(Hiort ve ark.,
2004)

(Ui ve ark.,
2001)

(Bugni ve ark.,
2000)
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Cizelge 1.5. Devam(7)

Hyrtios proteus UCSC 94-1212 Asperic acid, Aktivite caligmasi (Varoglu ve
(Siinger) o yoktur Crews, 2000)
Hexylitaconic acid,
Malformin C,
Pyrophen,
Asperazine
Hyrtios proteus Verilmeyen Asperazine Sitotoksik (L1210, (Varoglu ve ark.,
(Stinger) murin 38, H116, 1997)

CX-1)

1.4. Trichoderma Cinsi Mantarlar

Trichoderma cinsi ilk kez Persoon (1794) tarafindan tanimlanmistir.
Hypocreaceae familyasina ait Trichoderma/Hypocrea cinslerine atanan farkl tiirlerin
morfolojik olarak ayirt edilmesi zordur. Bu karisiligin Oniine gecebilmek adina
Trichoderma cinsi bir ve ayni tiiriin eseysiz (anamorf) morflar1 ve Hypocrea cinsi de
eseyli (teleomorf) morflar1 olan bir¢ok tiirle baglantili ayr1 iki cins olarak
degerlendirilmistir. Su anda Trichoderma cinsi, seffaf fialidler ve 1 hiicreli, yesil veya
seffaf konidiyum iceren saprobik, eseysiz iireyen, hizli biiyiiyen, yesil veya beyaz
kiifler olarak diinyanin her yerinde bulunabilen, toprak kokenli, yesil sporlu

askomisetlerdir (Jaklitsch, 2009; Schuster ve Schmoll, 2010).

Cok genis olarak calisilan Trichoderma tiirleri bitkileri koruma, vejetatif
bliylimeyi destekleme ve farkli zirai sartlar altinda fitopatojenik ajanlar1 kontrol etme
yetenekleri nedeniyle biyopestisitler ve biyolojik giibreler olarak pazarlanmaktadirlar.
Ayrica, Epipolitiodioksopiperazinler, sideroforlar gibi non-ribozomal peptidler ve
peptaiboller(Yiiksek seviyelerde standart olmayan amino asitlerin varhg ile
karakterize edilen non-ribozomal kisa peptitler) olarak bilinen bir peptaibiyotiklerin

(potansiyel antibiyotikler) yani sira mikotoksinler ve poliketidler, pironlar, terpenler,
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amino asitlerden tiiretilen metabolitler ve polipeptidler dahil antibiyotik aktivitesi olan
100'den fazla metabolite sahiptirler (Degenkolb ve ark., 2008; Rivera-Chavez ve ark.,
2017; Sivasithamparam ve Ghisalberti, 1998). Trichoderma sp, toprak pH'm1 diisiiren
ve fosfatlarin, mikro besinlerin ve demir, manganez ve magnezyum gibi mineral
katyonlarin ¢oziinmesine izin veren, Ozellikle ndtr veya alkali topraklarda bitki
metabolizmasi i¢in yararli olan glukonik, sitrik ve fumarik asitler gibi organik asitler
tiretmektedir (Benitez ve ark., 2004; Harman ve ark., 2004). Trichoderma sp'min ilk
karakterize edilen sekonder metabolitlerinden biri, peptid antibiyotik Paracelsin’dir

(Briickner ve Graf, 1983; Briickner ve ark., 1984).

Karasal ortamdan elde edilen basarilara ragmen, Penicillium ve Aspergillus gibi
diger deniz kaynakli mantarlarla karsilastirildiginda deniz kaynakli Trichoderma
tiirlerine ilgi daha az olmustur. Son zamanlarda, deniz sedimentleri, deniz siingerleri
ve mangrovlar da dahil olmak {izere cesitli habitatlarda bulunan deniz kaynakli
Trichoderma cinsinin kimyasi, farkli kimyasal ve biyolojik 6zellikleri nedeniyle genis
capta incelenmistir (Jat ve Agalave, 2013; Kamala ve Devi, 2012). Poliketidler,
alkaloidler, terpenler ve peptidler dahil olmak iizere ilgi c¢ekici ve giiglii aktivitelere
sahip ¢ok sayida farkli yapinin kesfedilmesiyle, yapisal olarak benzeri goriilmemis
biyoaktif metabolitlerin imit verici kaynagi olarak deniz kaynakli Trichoderma

tiirlerinin 6nemi artmaktadir (Su ve ark., 2018; Zeilinger ve ark., 2016).

Deniz kaynakli Trichoderma tiirlerinden elde edilen sekonder metabolitlerin
cogu antimikrobiyal ve sitotoksik aktivite gostermistir. Trikodermanin C,
Trikodermaketon A, Koniotrantrakinon ve Emodin gibi bazi bilesikler insan

hastaliklarini tedavi etme potansiyeli gostermistir (Su ve ark., 2018).
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1.4.1. Deniz Kaynakh Trichoderma virilente Mantari Uzerine Cahsmalar

Trichoderma virilente, 1k kez W. M. Jaklitsch ve ark. (2013) tarafindan bir tiir
kompleksi olarak kabul edilen 7Trichoderma viridescens fenotipik farklilasmasi ¢ok az
olan veya hi¢ olmayan 13 filogenetik tiirden bir tanesi olarak tanimlanmistir. 7.
virilente suslar1 Gliney Avrupa'da yaygin olmasina ragmen, Hirvatistan'dan yalnizca
bir eseyli morf koleksiyonu olarak goriilmiistiir. Etimolojik olarak, ‘Viri’,
viridescens'in ilk iki hecesini temsil ederken, ‘lente’, yavas biiyiimeyi ve ozellikle
konidasyonun yavas gelisimini ele alan yavas anlamima gelmektedir. Olii odun, agac
kabugu ve bunlarin lizerinde biiyliyen mantar tiirii kiiltiirleri ve eseysiz morflari, tim
ortamlarda 25°C'de optimum biiylime, 30°C'de yavas biiylime gosterirken, 35°C'de
bliylime goriilmemistir (Jaklitsch ve ark., 2013). Teshisinden giiniimiize kadar gegen

stirede, T.virilente mantar1 lizerine herhangi bir calisma yapilmamaistir.

1.5. Calismanin Amaci

Bu calismamizda, Tiirkiye denizlerinden toplanan siinger ve tunikattan izole
edilen mantar tiirlerinden, yeni sekonder metabolitler elde etmeyi, bu bilesiklerin
biyoaktivitelerini incelemeyi amacgladik. Ozellikle Trichoderma virilente mantari
lizerine, dahasi deniz kaynagindan elde edilmis tiirii {izerine yapilmis ilk calisma
olmast sebebiyle bu c¢alismamizin bilim diinyasinda etkili bir kaynak niteligi
tagimasini, bunun yan1 sira Tiirkiye denizlerini, yeni sekonder metabolit arayisinda

degerli bir kaynak olarak bilim insanlarina sunmay1 hedeflemekteyiz.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecg

2.1.1. Aspergillus niger

Aspergillus niger, 2016 Nisan ayinda Canakkale Komiir
Limani’ndan(40°27'27.4"N;  26°30'39.0"E) toplanan = Microcosmus  vulgaris
tunikatindan elde edilmistir. Biyolog Biilent Gozcelioglu tarafindan toplanan canli,
deniz suyu icerisinde hizli bir sekilde laboratuvara getirilmistir. Tunikatin ig
kismindan alinan par¢a uygun besi yerinde mantar iiretimine birakilmistir. Elde edilen
saf mantarin tiir teshisi gergeklestirilerek uluslararasi gen bankasina ‘MT273953°

erisim kodu ile kaydi yapilmistir (Konuklugil ve Gozcelioglu, 2020).
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Sekil 2.2. Aspergillus niger mantarinin petri biiylimesi
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2.1.2. Trichoderma virilente

Trichoderma virilente, 2016 Nisan ayinda Balikesir Ayvalik’dan (39°20'10.6"N;
26°33'42.8"E) toplanan Axinella verrucosa siingerinden elde edilmistir. Biyolog
Biilent Gozcelioglu tarafindan toplanarak deniz suyu igerisinde hizli bir sekilde
laboratuvara getirilen canlinin dis kismindan alinan parca uygun besi ortaminda
mantar iiretimine birakilmistir. Izole edilen saf mantarin tiir teshisi yapilarak
uluslararas1 gen bankasina ‘MT273954’ erisim kodu ile kaydedilmistir (Konuklugil ve
Gozcelioglu, 2020).

Sekil 2.3. Axinella verrucosa siingeri (Zanskar, 2018)
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Sekil 2.4. Trichoderma virilente mantarinin petri bitylimesi

AN N N N N U N NN

2.1.3. Kullamlan Kimyasallar ve Ekipmanlar

2.1.3.1. Cihaz ve Ekipmanlar

Fungal Cesitlilik Kiti

Isitict

Kuyucuklu mikroplaklar
Laminar flow kabin (Holten)
Mikroplate okuyucu

NMR (Agilent)

Rotavapor R-300 (Biichi)
Spektrofotometre (Schimadzu)

Ultrasonik su banyosu
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v UV lambasi
v" YPSK (Agilent 1100 Series)

2.1.3.2. Coziiciiler

Aseton (Merck)
Asetonitril (Merck)
Diklorometan (Merck)
Etil asetat (Merck)
Hekzan (Merck)
Kloroform (Merck)
Metanol (Merck)
Petrol eteri (Merck)

NN NN N N RN

2.1.3.3. Kimyasallar

2,2’-Azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonikasit) diamonyum
2,2-Difenil-1-pikril-hidrazil (DPPH) (Merck)
3-(4,5-dimetil-2-tiyazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazoliumbromid
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilikasit
Anisaldehit Reaktifi

Askorbik asit

Deniz tuzu (Sigma-Aldrich)

Distile Su (Merck Millipore)

Kersetin (Sigma-Aldrich)

AN N N N N Y U N N
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McCoy’s 5SA medium (Sigma-Aldrich)

Mueller Hinton Agar (MHA,Oxoid) (Merck)

Mueller Hinton Besiyeri (MHB, Difco) (Merck)

Sabouraud %2 Dekstroz Agar (Sigma-Aldrich)

Sefadeks LH- 20 Kolon dolgu materyali (Sigma-Aldrich)
Silika jel 60 F254 ince Tabaka Kromatografisi plagi (MErck)
Silika jel 60 Kolon dolgu materyali (Merck)

Streptomisin ve glutamin (Sigma-Aldrich)

Ultra Saf Su (Merck Millipore)

AN N NN Y U N NN

2.2. Yontem

2.2.1. Mantar Izolasyonu ve Saflagtirma

Denizden toplanan canlilar laboratuvar ortamina hizli bir sekilde getirildikten
sonra uygun besiyerlerinde mantar iiretimine birakilmistir. Saf olarak izole edilen
mantarlarin 6nce kii¢iik 6lgekli ekiminden elde edilen ekstrenin YPSK analizleri ve
biyoaktivite testleri gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuclarin degerlendirilmesiyle
biiyiik Olcekli ekimi yapilan mantarin ekstraksiyon islemi sonrasinda, ekstrenin

fraksiyonlanmasina ve devaminda sekonder metabolit izolasyonuna gecilmistir.
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2.2.1.1. Kullanilan Besiyeri ve Besiyerinin Hazirlanisi

Cizelge 2.1'de verilen maddeler bir sise igerisinde karistirildiktan sonra otoklav
cihazinda 121°C’de 20 dk tutularak sterilize edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra
alinan besi ortam1 bir miktar soguduktan sonra steril laminar kabin igerisinde steril

petri kaplarina aktarilmis, petri kaplarindaki besiyerinin donmasi beklenmistir.

Cizelge 2.1. Mantar {iretimi i¢in petri kat1 besiyeri maddeleri

Sabouraud Dekstroz Agar 65¢g
Deniz Tuzu 35¢g
Distile Su 1000 ml

2.2.1.2. Mantar izolasyonu

Deniz suyu igerisinde laboratuvara getirilen canlidan bir parga ekim i¢in alinmis
ve kalan 6rnek %70’lik etanol igerisine aktarilarak buzdolabina kaldirilmistir. Steril
kabin igerisinde canlidan alinmis olan parga oncelikle uzunlamasina ikiye ayrilarak i¢

kisimdan ve dis kisimdan alinan pargalarin ekimleri yapilmistir.

Steril kabin altinda, Microcosmus vulgaris tunikatinin i¢ ylizeyinden 1x1
boyutlarinda parcalar alinmistir. Alinan parcalar 6ncelikle ilk bidistile su igerisinde 30
saniye bekletilmis ve bir sonraki bidistile suya alinmis, burada da 30 saniye
bekletildikten sonra sonuncu bidistile su igerisinde 30 saniye bekletilerek
kirliliklerinden arindirilmistir. Temizlenen pargalar, %70 etanol igerisinde 120 saniye
bekletilerek yiizey sterilizasyonu yapilmis ve steril gazli bez ve/veya pamuk ile

kurutulmustur. Bek alevi 6niinde bu pargalar kat1 besiyeri bulunan petrilere her petride
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en az li¢ parca olacak sekilde steril pens yardimiyla aktarilmistir. Petri kaplar1 hava
temasi1 kesilecek sekilde parafilmle kapatilmis ve petri iizerine mantar iiremesinin
gortlebilecegi sekilde, canli adi, canlinin hangi kismindan parca alindig1 ve ekim tarihi
not edilmistir. Hazirlanan petri kaplar1 25 °C’de 14 giin siireyle mantar iiremesi igin

inkiibatore alinmistir.

Ayn sekilde Axinella verrucosa stingerinin dis kismindan 1x1 boyutlarinda
parcalar alinmistir. Alinan pargalar, ilk bidistile su i¢erisinde 30 saniye bekletilmis ve
bir sonraki bidistile suya alinmis, burada da 30 saniye bekletildikten sonra sonuncu
bidistile su igerisinde 30 saniye bekletilerek kirliliklerinden armdirilmistir.
Temizlenen parcalar, %70 etanol icerisinde 120 saniye bekletilerek yiizey
sterilizasyonu yapilmis ve steril gazli bez ve/veya pamuk ile kurutulmustur. Bek alevi
oniinde bu pargalar kat1 besiyeri bulunan petrilere her petride en az ii¢ parca olacak
sekilde steril pens yardimiyla aktarilmistir. Petri kaplar1 hava temasi kesilecek sekilde
parafilmle kapatilmis ve petri lizerine mantar tiremesinin goriilebilecegi sekilde, canli
adi, canlinin hangi kismindan parca alindig1 ve ekim tarihi not edilmistir. Hazirlanan

petri kaplar1 25 °C’de 14 giin siireyle mantar iiremesi i¢in inkiibatdre alinmistir.

2.2.1.3. Mantarlarin Saflastirilmasi

Petri kabina aktarilan kesitlerden ayni petri iizerinde birden fazla mantar
tireyebilmektedir. Bu durumda petri iizerine yayilmis olan mantarlar, steril 6zeler
yardimiyla taze hazirlanmis besiyeri bulunan petrilere ayr1 ayri aktarilarak tekrar
biiylimeleri i¢in beklenmistir. Bu islem petride tek bir tiir mantar olusana kadar devam

etmistir. Petri {izerine mantar kodu ve ekim tarihi not edilmistir.
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2.2.1.4. Saf Mantar Tiirlerinin Uzun Siireli Saklanmasi

Tek bir petri kabinda tamamen ayni tiir mantar bliylimesi gozlenerek saf mantar
tiirli elde edilmistir. Yine steril kabin altinda, elde edilen bu mantar, petride bulunan
kat1 besiyeri ile birlikte kiicilik parcalar halinde alinarak yarisina kadar %80 gliserinli
ortam bulunan eppendorflara aktarilmistir. Hazirlanan eppendorflar parafilm ile
kapatilmig, lizerine mantar kodu ve eppendorfun hazirlandigi tarih etiketlenmistir.
Gerek goriildiigii takdirde tekrar kullanmak iizere -80 °C derin dondurucuda
saklanmaktadir. Belirli araliklarla bu mantar tiirlerinin petri ekimleri yapilarak
canlilig1 kontrol edilmis ve yeni eppendorflara yeni tarihli olarak hazirlanmis ve

dolaba kaldirilmistir.

2.2.1.5. Mantarlarin Tiir Teshis Tayinleri

Mikroorganizma c¢aligsmalarinda, tam ve net bir teshisin yapilmasi biiyiik 6nem
tagimaktadir. Bu c¢alismada kullanilacak olan mantarlarin DNA amplifikasyonu
yontemi ile beraber ITS bdlgelerinin dizi analizleri yapilarak taksonomik tanilari
yapilmigtir. Saflastirilmis mantar tiirlerinin DNA izolasyonu gerceklestirilmistir.
Mantar kiiltlirlerinden DNA izolasyonunda yerli bir kit olan Biospeedy® Fungal DNA
Izolasyon kiti (Bioeksen, Tiirkiye) kullamlmistir. izole edilen DNA’larin
spektrofotometrik olarak kaliteleri degerlendirildikten sonra mantar tiiriinii tayin
etmek lizere PCR tabanli Biospeedy® Fungal Cesitlilik Kiti (Bioeksen, Tiirkiye)

kullanilmistir.

Kit, fungi genomik DNA’sinda ITS1-5.8S-1TS2 bolgesine 6zgii olan ileri primer
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) ve geri primer
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(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGQG) ciftini ve optimize qPCR (Ger¢ek Zamanlh
PCR) kimyasallarini igermektedir. Tiim reaksiyonlar Biorad CFX Connect (Bio-Rad
Laboratories, Amerika) qPCR cihazi kullanilarak yapilmistir. Cihazda, primer ¢iftine
0zgii optimizasyonu saglanmis 1s1 dongiisii programi ve qPCR sirasinda sadece
istenilen {irliniin ¢ogaltildigini belirlemek i¢in 65°C- 95°C arasinda erime egrisi analizi
uygulanmistir. Sonuglar g-PCR Biorad CFX Connect Software 3.0’da analiz

edilmistir.

Elde edilen fungal amplikonlarin sekans dizileri ABI prism Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit ile ABI Prism 377 DNA Sequencer’da (Applied
Biosystems, USA) belirlenmistir. Her bir mantar 6rnek i¢in elde edilen sekans dizileri
Chromas software package version 1.45’de analiz edilmistir. Elde edilen sekanslar,
NCBI DNA data bankasinda ITS bolgesi belirlenmis bilinen mantar tiirler ile
karsilastirilmig (BLAST- (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)) ve en ¢ok benzeyen

tirler ile eslestirilmistir. Benzerlik orani >%98 olan tiirlerin ayni oldugu kabul

edilmistir (Sun ve ark., 2012).

2.2.1.6. Kiiciik Olcekli Mantar EKkimi

Saf mantarm -80 °C’de korunan &rneginden SDA besiyeri ile hazirlanmis
petrilere ekimi yapilmistir. Bir hafta siire ile inkiibatorde biiylimeye birakilmistir.
Cizelge 2.2°ye gore, kat1 besiyeri 3 adet 1 litrelik erlende taze olarak hazirlanip agizlari
kaucuk tipa ile kapatildiktan sonra otoklovda 121 °C’de 20 dakika siireyle sterilize
edilmistir. Petride biiyiimiis olan mantarlar steril kabin altinda, steril bir alet
yardimiyla kiigiik parcalara ayrilmis ve taze hazirlanan kati besiyeri igeren erlenlere
aktarilmistir. Kauguk tipanin etrafi parafilm ile hava almayacak sekilde kapatilmis ve

erlen {izerine mantar kodu ve/veya adi ve aktarim tarihi not edilmistir. Mantarlarin

57



yeterli biiyiikliige erisip metabolit liretimini gerceklestirebilmeleri i¢in, ekim yapilan
erlenler 1siktan uzak serin bir ortamda 4 hafta siireyle bekletilmiglerdir. Bu siire
sonunda erlenlerin i¢inde biiylimiis olan mantarlar etil asetat ile ekstraksiyona tabi
tutulmuslardir. Kiiciik dlgekli ekimden elde edilen bu ekstrelerin Ince Tabaka
Kromatografisi (ITK) ve Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (YPSK) ile

analizleri gergeklestirilmistir.

Cizelge 2.2. Mantarlarin biiyiimesi i¢in erlen kat1 besiyeri maddeleri

Piring 100 g
Yapay Deniz Tuzu 35¢g
Distile Su 100 ml

2.2.1.7. Biiyiik Ol¢ekli Mantar Ekimi

Besiyeri hazir olan 2-3 adet petri kabina -80 °C’de korunan mantar 6rneginden
ekim yapilip bir hafta siire ile biiyiimeye birakilmistir. Biiytik 6lgekli ekim i¢in 20-30
adet petri hazirlanmis ve daha 6nce biiyiitiilmiis olan petrilerdeki mantarlar, steril 6ze
yardimi ile bu petrilerin hepsine slirgli yontemi ile aktarilmistir. Yine bir hafta siire ile
inkiibatorde mantar biiyiimesi gerceklestirilmis ve 2 litrelik 60 erlen kiigiik 6lcekli
ekim ic¢in hazirlanan besiyeri hazirlanmigtir. Otoklavda 121°C’de sterilize edilen
erlenlere, steril kabin altinda petride biiyliyen mantarlar kiiciik pargalar halinde
aktarilmis ve kauguk tipa etrafi parafilmle kapatilip erlenler etiketlendikten sonra 4
hafta siire ile mantar biiylimesi i¢in karanlikta oda sicakliginda bekletilmistir.
Miselyum olusumlar1 incelenerek biiylime durumu kontrol edilen mantarlarin

ektraksiyon agsamasina geg¢ilmistir.
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2.2.2. Mantarlarin Ekstraksiyonu

Erlenlerdeki mantar miselyumu igeren kiiltiir ortami, laboratuvar ortaminda
lizerini tamamen kapatacak sekilde etil asetat eklenerek bir gilinlilk maserasyona
birakilmistir. Coziicli yardimiyla yumusamis olan kiiltiir kii¢iik parcalara ayrilarak
yiizey temasi artirilmis ve 24 saat beklemis olan erlenlerdeki etil asetathi ektre
stiziilerek rotavaporda, kazan sicakligi 38 °C, sogutma suyu sicakligi 3,5 °C ve 90 rpm
devirde, ¢oziiciistinden kurtarilmistir. Ekstre edilen kiiltiir ortamu iizerine tekrar etil
asetat eklenmis ve calkayici yardimiyla daha fazla temas halinde birakilarak her 24
saat sonunda siizme ve yogunlastirma islemi yapilmistir. Bu siireg, etil asetat renksiz
kalana kadar 4 kez tiiketme seklinde devam etmistir. Tiim islem sonunda etil asetati

uzaklastirilmis mantar ham ekstresi elde edilmistir.

2.2.3. Sekonder Metabolit izolasyonu

Her iki mantar ekstresi i¢in elde edilen ekstreler ayr1 ayri vakum sivi
kromatografi metoduyla fraksiyonlara boliiniip sonrasinda ince tabaka kromatografisi,
kolon kromatografisi ve YPSK gibi kromatografik yontemlerle sekonder metabolit

izolasyon siirecine baslanilmstir.

2.2.3.1. Vakum Si1vi Kromatografisi (VSK) Yontemi

Her bir mantar tiiriiniin, biliyiik 6l¢ekli ekimi sonrasinda elde edilen ham ekstresi

hekzan ve %90’lik metanol ile s1vi-sivi ekstraksiyona tabi tutulmustur. Hekzan fazina
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renk gecisi bitene kadar sivi- sivi ekstraksiyona devam edilmigtir. Olusan 2 faz
kuruluga kadar ugurulmustur. Fraksiyonlamada kullanilacak en nonpolar ¢oziicii olan
hekzan ile karigtirilarak stispanse edilen 70-230 mesh araligindaki silikajel 60, 50 cm
uzunlugunda 12 cm ¢apindaki cam filtreli vakum kolonunun 30 cm yiiksekligine kadar
doldurulmustur. Vakum yardimi ile hekzan g¢ekilerek silikanin kolona oturmasi
beklenmistir. Bu islem birkag¢ kez tekrarlanmistir. Silikanin kolon igerisinde diizgiin
bir sekilde sabitlenmesinin ardindan, %90’lik metanol fazi tamamen solvandan
kurtarildiktan sonra ¢ok az miktarda metanol igerisinde ¢oziilerek bire bir miktarda
silikajele yedirilmis ve kolondaki silika {izerine diizgiin bir sekilde yerlestirilmistir.
Uzerine bir miktar kuru silika konularak ¢oziicii aktarimi sirasinda ekstrenin
bulundugu silikanin etkilenmesi engellenmistir. Sabit fazi silika jel dolgu maddesi olan
vakum sivi kromatografisinde, mobil faz olarak sirasiyla Hekzan:Etil Asetat;
Diklorometan:Metanol veya Kloroform:Metanol ¢dziiciilerinin degisen orandaki
karigimlart kullanilarak metanol fazi ve/veya hekzan fazi polaritelerine gore

fraksiyonlara ayrilmistir.

2.2.3.2. ince Tabaka Kromatografisi (ITK) Yontemi

ITK analiz yonteminde, iizeri silikajel 60 Fass kaplanmis, 20x20 cm
Olciilerindeki aliiminyum plaklar kullanilmistir. Plaktan 10x10 cm 6lgiilerinde parcalar
alinmis, alt kismin 1 cm yiiksekliginden baglangic ve {ist kismin 1 cm altindan bitis
cizgileri belirlenmistir. Analiz edilecek ekstre ve fraksiyonlar ¢ok az miktarlarda
¢oziinebildigi bir solvan ile sivi hale getirilerek ITK kilcali yardimiyla plak {izerine
cizilen baslangi¢c noktasina kiiciik bir spot olusturacak sekilde uygulanmistir. Plak
uygun solvan sistemi ile doyurulmus olan 5x15x20 cm 6lgiilerindeki ITK tankinin
icine yerlestirilerek solvan sisteminin plak iizerinde yiiriimesi takip edilmistir. Solvan
sistemi bitis ¢izgisine ulastiginda plak tanktan ¢ikarilarak kurutulmus, 254 ve 366 nm

UV 1s1k altinda plak iizerinde olusan spotlar gozlenmistir.
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Bu ITK plaklar1 ayrica preparatif olarak madde izolasyonunda da kullanilmustir.
Daha 6ncesinde ITK analizi yapilan fraksiyonlardan, UV 1sik altinda belirlenen
spotlar, saf bir sekilde preparatif ITK yontemi ile elde edilebilmektedir. Preparatif
uygulamada, 20x20 cm &lgiilerindeki ITK plaginm alt kismin 1,5 cm yiiksekliginden
baslangi¢ ve list kismin 1,5 cm altindan bitis ¢izgileri belirlenmistir. Preparatif madde
izolasyonu yapilacak fraksiyon ekstresi uygun bir ¢oziicii ile sivilagtirilmistir.
Baslangig ¢izgisinin sagindan ve solundan 1’er cm igeride olacak sekilde, ITK kilcali
yardimi ile fraksiyon ekstresi, baslangi¢c cizgisi iizerine ince bir ¢izgi halinde
uygulanmistir. Bu islem birka¢ kez ayni plak iizerinde tekrarlanmistir. Belirli bir
doygunluga ulasan ITK plag, analiz ydnteminde belirlenen solvan sistemi ile
doyurulmus 5x20x25 cm 6lgiilerindeki ITK tankmn icine yerlestirilerek solvan
sisteminin plak {izerinde yiirlimesi takip edilmistir. Solvan sistemi bitis ¢izgisine
ulastiginda plak tanktan ¢ikarilarak kurutulmustur. Plak {izerinde olusan ve saf olarak
elde etmeyi amagladigimiz maddelerin bulundugu bélge 254 ve 366 nm UV 15181
altinda belirlenmis ve ITK plagindan silika ile birlikte alinmistir. izole edilen maddeyi
igeren silika tozu, uygun bir solvanda ¢oziilerek filtreden gegirilmis bdylece silikadan
kurtarilmistir. Izole edilen maddenin safligi, tekrardan ITK analizi ve ayrica YPSK

analizi ile kontrol edilmistir.

2.2.3.3. Acik Kolon Kromatografisi Yontemi

Bu kromatografik yontem, ¢aligmamizda genellikle VSK’dan elde edilen
fraksiyonlar1 alt fraksiyonlarina ayrrmada kullanilmistir. YPSK analizi ve ITK
analizleri sonucu polariteleri birbirine ¢ok yakin olan maddeleri iceren, diisiik
miktardaki fraksiyonlar icin sefadeks dolgu maddesi bulunan kolon sistemi
kullanilmistir. Uygun solvan/lar ile siispanse hale getirilen sefadeks 30 cm yiikseklige
kadar cam filtreli 4 cm ¢apli kolona yas yilikleme seklinde doldurulmus ve {izerinden
birkag¢ kez ayni solvan gegirilerek kolonun sabitlenmesi saglanmistir. Solvan, sefadeks

iist siirina kadar getirildikten sonra alt musluk kapatilmis ve ¢ok az miktarda ayni
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solvan ile homojen bir s1v1 haline getirilen fraksiyon, bir pipet yardimi ile sefadeks tist
siirina yakin bir konumda kolon ¢eperinden esit oranda sizdirilmigtir. Fraksiyonun
tamami s1zdirma islemi ile sefadeks {izerine uygulandiktan sonra alt musluk yavasca
acilarak tiim ekstrenin sefadekse yerlesmesi saglanmistir. Ekstre sefadeks iist sinirina
kadar geldiginde musluk kapatilmis ve lizerine ayn1 solvan yine bir pipet yardimiyla
bu sefer daha yukaridan olacak sekilde kolon c¢eperinden sizdirilmistir. Ekstre,
iizerindeki solvanin gegisi ile tiiplere az miktarda alinmis ve ITK analizleri sonucu
benzer spotlar igeren tilipler birlestirilerek VSK fraksiyonunun, alt fraksiyonlar elde
edilmistir. Her bir fraksiyon hem ITK hem de YPSK analizleri ile madde izolasyonu

asamasina gecilmistir.

Farkli polaritedeki maddeleri iceren ve miktart yiiksek olan fraksiyonlar ve
ekstreler i¢in ise silikajel 60 dolgulu acik kolon sistemleri kullanilmistir. Trichoderma
virilente mantarinin hekzan fazi miktarinin VSK uygulamasi i¢in az olmast sebebi ile
sabit fazi silikajel 60 olan acik kolon kromatografisinde gradient ¢oziicli sistemi
(hekzan:etil asetat:metanol) kullanilarak fraksiyonlama yapilmistir. Hekzan ile
siispanse hale getirilen silikajel 60, 30 cm yiikseklige kadar cam filtreli 4 cm ¢aph
kolona yas yiikleme seklinde doldurulmustur. Cok az miktarda hekzan ile sivilastirilan
ekstre birebir oraninda silikaya tamamen emdirilerek kolona aktarilmistir. Uzerine az
miktarda toz silika eklenmis ve degisen oranlardaki ¢6ziicii sistemi ile fraksiyonlarina

ayrilmstir.

2.2.3.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK) Yontemi

Elde edilen her bir fraksiyon ve her bir madde i¢in YPSK analizi yapilmistir.
Analiz i¢in standart bir caligma sistemi kullanilmistir. P 580, Dionex pompa, UVD 340
S-Photo DiodeArrayDedector, Dione dedektor pargalari bulunan Agilent 1200 Series
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YPSK cihazinda, Phenomenex HyperClone Spu ODS(C18) (250 x4,6 mm, 5 mikron
partikiil biiyiikliigii) analitik kolonu ile 1 ml/dak akis hizinda, 20 pl enjeksiyon
hacminde, metanol-asitli su (%0,2 fosforik asit iceren bidistile su) mobil fazi ile

Cizelge 2.3’de verilen sisteme gore analiz islemi yapilmustir.

Cizelge 2.3. Analitik kolon kullanilan YPSK gradient ¢6ziicli sistemi

Zaman Metanol (%) Su (%0.02 H3PO4) (%) Akis (ml/dk)
0 10 90 1
5 10 90 1
10 30 70 1
15 40 60 1
20 60 40 1
30 70 30 1
40 80 20 1
55 10 90 1
60 10 90 1

Analiz sonucuna gore sekonder metabolit izolasyonu ig¢in uygun olan
fraksiyon/lar belirlenmistir. Bu fraksiyon/lardan ve/veya alt fraksiyon/larindan,
Eclipse XDB-C18 (250 x 9.4 mm, Sum) semi-preparatif kolon kullanilarak, daha hizli
bir akis ile daha yiiksek enjeksiyon hacminde, madde izolasyonu gergeklestirilmistir.
Her bir maddenin izolasyonu i¢in, YPSK mobil faz ¢6ziicli sistemi, analiz i¢in
kullanilan ¢oziicii sistemine gore, akis hizi ve enjeksiyon hacmi YPSK

kromatogramina gore 6zel olarak belirlenmistir.

2.2.3.5 Madde 1 izolasyonu

Aspergillus  niger mantarimin %90 metanol faz1 ekstresinin  VSK
uygulamasindan alinan 4. fraksiyonundan elde edilmistir. Analitik kolon kullanilarak

1 ml/dk akis ve 20 pl enjeksiyon hacmi ile ¢izelge 2.4’de verilen solvan sistemi
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kullanilarak fraksiyon analizi gergeklestirilmistir. YPSK analizi kromatogrami ve UV
spektrumu sonucunda, semi-preparatif kolon kullanilarak toplanan iki adet maddeden
birincisidir. Izolasyon asamasinda, 3 ml/dk akis ve 30 ul enjeksiyon hacmi ile ¢izelge

2.5’te verilen solvan sistemi kullanilmustir.

2.2.3.6 Madde 2 izolasyonu

Aspergillus  niger mantarinin %90 metanol faz1 ekstresinin  VSK
uygulamasindan alinan 4. fraksiyonundan elde edilmistir. Analitik kolon kullanilarak
1 ml/dk akis ve 20 pl enjeksiyon hacmi ile ¢izelge 2.4’de verilen solvan sistemi
kullanilarak fraksiyon analizi gergeklestirilmistir. YPSK analizi kromatogram ve UV
spektrumu sonucunda, semi-preparatif kolon kullanilarak toplanan iki adet maddeden
ikincisidir. Izolasyon asamasinda, 3 ml/dk akis ve 30 ul enjeksiyon hacmi ile cizelge

2.5’te verilen solvan sistemi kullanilmisgtir.

Cizelge 2.4. Madde 1 ve Madde 2 bulunan fraksiyonun analizi i¢in kullanilan YPSK gradient
¢Ozilicli sistemi

Zaman Metanol (%) Su (%0.2 H3PO4) (%) Akis (ml/dk)
0 10 90 1
5 10 90 1
10 30 70 1
15 40 60 1
20 60 40 1
30 70 30 1
40 80 20 1
55 10 90 1
60 10 90 1
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Cizelge 2.5. Madde 1 ve Madde 2 izolasyonu i¢in kullanilan YPSK gradient ¢oziicii sistemi

Zaman Metanol (%) Bidistile Su (%) Akis (ml/dk)
0 10 90 3
3 60 40 3
8 70 30 3
19 80 20 3
20 10 90 3

2.2.3.7 Madde 3 izolasyonu

Aspergillus  niger mantarmin %90 metanol faz1 ekstresinin  VSK
uygulamasmdan elde edilen 5. fraksiyonundan elde edilmistir. Fraksiyon, Ilk 6nce
sefadeks dolgulu acik kolon sisteminde metanol kullanilarak 7 alt fraksiyona
ayrilmistir. Bu alt fraksiyonlardan 5. alt fraksiyon tekrar sefadeks kolonda aseton ile 3
fraksiyona ayrilmistir. Buradan elde edilen 2. fraksiyonun analitik kolon kullanilarak
2 ml/dk akis ve 20 ul enjeksiyon hacmi ile gizelge 2.6’da verilen solvan sisteminde
analizi gerceklestirilmistir. YPSK analizi kromatogram ve UV spektrumu sonucunda,
semi-preparatif kolon kullanilarak YPSK yontemi ile 3 pik toplanmistir. Bunlardan
birincisi olan bu maddenin izolasyon asamasinda, 3 ml/dk akis ve 30 ul enjeksiyon

hacmi ile cizelge 2.7°de verilen solvan sistemi kullanilmistir.

2.2.3.8 Madde 4 izolasyonu

Aspergillus  niger mantarimin %90 metanol faz1 ekstresinin  VSK
uygulamasidan elde edilen 5. fraksiyonundan elde edilmistir. Fraksiyon, Ilk 6nce
sefadeks dolgulu agik kolon sisteminde metanol kullanilarak 7 alt fraksiyona

ayrilmistir. Bu alt fraksiyonlardan 5. alt fraksiyon tekrar sefadeks kolonda aseton ile 3
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fraksiyona ayrilmistir. Buradan elde edilen 2. fraksiyonun analitik kolon kullanilarak
2 ml/dk akis ve 20 pl enjeksiyon hacmi ile ¢izelge 2.6’da verilen solvan sisteminde
analizi gerceklestirilmistir. YPSK analizi kromatogram ve UV spektrumu sonucunda,
semi-preparatif kolon kullanilarak YPSK ydntemi ile 3 pik toplanmistir. Bunlardan
ikincisi olan bu maddenin izolasyon asamasinda, 3 ml/dk akis ve 30 pl enjeksiyon

hacmi ile ¢izelge 2.7°de verilen solvan sistemi kullanilmistir.

2.2.3.9 Madde 5 ve Madde 6 izolasyonu

Aspergillus niger mantarinin = %90 metanol fazi  ekstresinin  VSK
uygulamasindan elde edilen 5. fraksiyonundan elde edilmistir. Fraksiyon, ilk dnce
sefadeks dolgulu acik kolon sisteminde metanol kullanilarak 7 alt fraksiyona
ayrilmistir. Bu alt fraksiyonlardan 5. alt fraksiyon tekrar sefadeks kolonda aseton ile 3
fraksiyona ayrilmistir. Buradan elde edilen 2. fraksiyonun analitik kolon kullanilarak
2 ml/dk akis ve 20 pl enjeksiyon hacmi ile ¢izelge 2.6’da verilen solvan sisteminde
analizi gerceklestirilmistir. YPSK analizi kromatogram ve UV spektrumu sonucunda,
semi-preparatif kolon kullanilarak YPSK ydntemi ile 3 pik toplanmistir. Bunlardan
liclinciisii olan ve teshis sonucu 2 madde igerdigi anlasilan pikin izolasyon asamasinda,
3 ml/dk akis ve 30 pl enjeksiyon hacmi ile gizelge 2.7°de verilen solvan sistemi

kullanilmustir.

Cizelge 2.6. Madde 3, Madde 4, Madde 5 ve Madde 6 bulunan fraksiyonun analizi i¢in
kullanilan YPSK gradient ¢oziicii sistemi

Zaman Metanol (%) Su (%0.2 H3PO4) (%) Akis (ml/dk)
0 10 90 2
5 10 90 2
10 30 70 2
15 40 60 2
20 60 40 2
30 70 30 2

66



Cizelge 2.6. Devam

40 80 20 2
55 10 90 2
60 10 90 2

Cizelge 2.7. Madde 3, Madde 4, Madde 5 ve Madde 6 izolasyonu igin kullanilan YPSK
gradient ¢oziicii sistemi

Zaman Metanol (%) Bidistile Su (%) Akis (ml/dk)
0 10 90 3
5 40 40 3
18 70 30 3
19 80 20 3
20 100 0 3

2.2.3.10 Madde 7 izolasyonu

Aspergillus  niger mantarinin = %90 metanol fazi  ekstresinin  VSK
uygulamasindan elde edilen 8. fraksiyonundan elde edilmistir. Bu fraksiyon silika
dolgulu agik kolon sisteminde Kloroform: Metanol karisiminin gradient (100:0-0:100)
uygulanmasi ile 11 alt fraksiyona ayrilmigtir. Buradan elde edilen 1. alt fraksiyon
sefadeks dolgulu agik kolon sisteminde aseton solvani kullanilarak 7 fraksiyona
ayrilmistir. Buradan elde edilen 2. fraksiyonun analitik kolon kullanilarak 1 ml/dk akis
ve 20 pl enjeksiyon hacmi ile cizelge 2.8’de verilen solvan sisteminde analizi
gerceklestirilmistir. YPSK analizi kromatogram ve UV spektrumu sonucunda, semi-
preparatif kolon kullanilarak YPSK yontemi ile pik toplanmustir. izolasyon
asamasinda, 3 ml/dk akis ve 30 ul enjeksiyon hacmi ile ¢izelge 2.9°da verilen solvan

sistemi kullanilmuistir.
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Cizelge 2.8. Madde 7 bulunan fraksiyonun analizi i¢in kullanilan YPSK gradient ¢oziicii
sistemi

Zaman Asetonitril (%) Su (%0.2 H3PO4) (%) Akis (ml/dk)
0 10 90 1
5 10 90 1
10 30 70 1
15 40 60 1
20 60 40 1
30 70 30 1
40 80 20 1
55 10 90 1
60 10 90 1

Cizelge 2.9. Madde 7 izolasyonu i¢in kullanilan YPSK gradient ¢6ziicii sistemi

Zaman Asetonitril (%) Bidistile Su (%) Akis (ml/dk)
0 10 90 3
5 60 40 3
15 70 30 3
25 80 20 3
30 10 90 3

2.2.3.11 Madde 8 izolasyonu

Aspergillus  niger mantarinin = %90 metanol fazi  ekstresinin  VSK
uygulamasindan elde edilen 8. fraksiyonundan elde edilmistir. Bu fraksiyon silika
dolgulu agik kolon sisteminde Kloroform: Metanol karisiminin gradient (100:0-0:100)
uygulanmasi ile 11 alt fraksiyona ayrilmistir. . Buradan elde edilen 6. fraksiyonun
analitik kolon kullanilarak 1 ml/dk akis ve 20 pl enjeksiyon hacmi ile ¢izelge 2.10°da
verilen solvan sisteminde analizi gerceklestirilmistir YPSK analizi kromatogram ve
UV spektrumu sonucunda, semi-preparatif kolon kullanilarak YPSK yontemi ile izole
edilmistir. Izolasyon asamasinda, 3 ml/dk akis ve 30 pl enjeksiyon hacmi ile ¢izelge

2.11°de verilen solvan sistemi kullanilmistir.
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Cizelge 2.10. Madde 8 bulunan fraksiyonun analizi i¢in kullanilan YPSK gradient ¢oziicii
sistemi

Zaman Asetonitril (%) Su (%0.2 H3PO4) (%) Akis (ml/dk)
0 10 90 1
5 10 90 1
10 30 70 1
15 40 60 1
20 60 40 1
30 70 30 1
40 80 20 1
55 10 90 1
60 10 90 1

Cizelge 2.11. Madde 8 izolasyonu i¢in kullanilan YPSK gradient ¢dziicii sistemi

Zaman Asetonitril (%) Bidistile Su (%) Akis (ml/dk)
0 10 90 3
5 20 80 3
10 30 70 3
15 40 60 3
16 100 0 3
18 100 0 3

2.2.3.12 Madde 9 ve Madde 10 izolasyonu

Trichoderma virilente mantarinin ham ekstresinin sivi-sivi ekstraksiyon islemi
sonrasinda ayrilan hekzan fazi ekstresi silika dolgulu agik kolon kromatografisi
yonteminde hekzan: etil asetat: metanol ¢oziiciileri kullanilarak 9 fraksiyona
ayrilmistir. Buradan elde edilen 2. Fraksiyondan, Petrol eteri: Etil asetat (8:1,8) ¢oziicii
karisimi kullamilarak preparatif ITK yontemi ile bu madde toplanmustir. UV altinda tek

spot vermesine ragmen iki ayrt madde oldugu teshis yontemi ile bulunmustur.
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2.2.5 izole Edilen Madde Teshis Yontemleri

2.2.5.1 Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi

Izole edilen bilesiklerin kimyasal yapi teshisi i¢in Varian marka 600 MHz proton
frekansindaki super iletken NMR cihaz1 kullanilmistir. '*C frekans1 150 MHz dir.
Sahip oldugu one NMR probe sayesinde 'H, 'C (APT, DEPT, DECOPLED,
COUPLED), *'P, F, "B vb gibi ¢ekirdeklerin analizini kolayca sadece software
kontrolii ile yapilmistir. Ayrica 2D NMR analizlerinden COSY, HMBC, HMQC

yapilmis olup, cihaz s1vi Azot ve sivi Helyumla sogutulmaktadir.

2.2.5.2 Gaz Kromatografisi (GK)/Kiitle Spektrometresi (KS)

Yag formunda elde edilen bilesikler, kiitle spektrumlar1 GK/KS sistemi ile analiz
edilmistir. Agilent 5975 GK/KS sistemi, HP-Innowax (60 m x 0.25 mm @, 0,25 um
film kalinlig1) polar kolon ve tasiyict gaz olarak helyum (0,8 mL/dk akis hizi)
kullanilmistir. Enjeksiyon portu sicakligi 250°C’dir. 70 eV elektron enerjisi ile 35-450
m/z kiitle agirhigindaki maddelerin analizleri gergeklestirilmistir. 60°C’de 10dk,
4°C/dk artigla 220°C’ye, 220°C’de 10 dk, 1°C/dk artigla 240°C’ye yiikselen toplam 80
dakikalik sicaklik programi uygulanmistir. Degerlendirme islemlerinde “Baser Ugucu
Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi” ve Wiley GK/KS, Adams ve MassFinder 3.0 Kiitiiphane

Tarama Yazilimlar kullanilmistir (Demirci ve ark., 2008).
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2.2.6 Aktivite Calismalar:

Mantar ekstreleri lizerinde antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik aktivite
testleri yapilmistir. Mantarlardan izole edilen ve yapist aydinlatilan maddeler tizerinde

antialerjik ve antienflamatuar aktivite testleri yapilmistir.

2.2.6.1 DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini

Serbest radikal siipiiriicii aktivite testi DPPH maddesi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Farkli konsantrasyonlarda (40000, 20000, 10000, 5000, 2500,
1250, 625, 312,5; 156,25; 78,125 pg/ml ornekler) (50 pl) kuyucuklarda (96’lik-eliza
plaklar1) hazirlanmis olup her 6rnegin ilizerine DPPH ¢o6zeltisinden (150 pl) ilave
edilmistir. 30 dakika 37°C ve karanlikta inkiibe edildikten sonra Dimetilsiilfoksit
(DMSO) ile olusan kore kars1 517 nm’de absorbanslar1 kaydedilmistir. Kontrol olarak,
DMSO ve DPPH ¢ozeltisi kullanilmistir. Azalan absorbans geriye kalan DPPH
cozeltisi miktarini yani serbest radikal siipiiriicii aktivitesini vermistir. Refesans madde
olarak Kersetin ve Askorbik asit kullanilirken sonuglar ICso (pg/mL) ile ifade
edilmistir (Shirwaikar ve ark., 2006).

2.2.6.2 ABTS Radikali Siipiiriicii Aktivite Tayini

2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikali, 7 mM
ABTS c¢ozeltisi ve 2.45 mM potasyum persiilfat ¢ozeltisi arasindaki reaksiyonla

olusturulup 12-16 saat oda sicakliginda karanlikta bekletilmistir. Kullanmadan 6nce
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metanol ile (pH=7,4), absorbans 734 nm’de 0,7+0,025 olacak sekilde seyreltilmistir.
Farkli konsantrasyonlarda (40000, 20000, 10000, 5000, 2500, 1250, 625; 312,5;
156,25; 78,125 ng/ml) drnekler (25 ul) kuyucuklarda (96’lik-eliza plate) hazirlanmis
ve her drnegin iizerine ABTS.+ ¢ozeltisinden (275 pl) ilave edilmistir. Orneklerin
absorbanslart 734 nm’de 1-6 dakika siiresinde okunmustur. Elde edilen sonuglar hem
IC50 olarak hem de Troloks esdegerine karsi elde edilmistir. Troloks egrisini elde
etmek i¢in 8 farkl konsantrasyon (2,45; 1,22; 0,612; 0,306; 0,153; 0,076; 0,03; 0,01
mM) Troloks hazirlanmig ve 25 pl her konsantrasyon tizerine 275 ul ABTS. Cozeltisi
eklenerek absorbans 734 nm’de okunmustur. Deneyler ii¢ tekrarda yapilmistir.
Refesans madde olarak Kersetin ve Askorbik asit kullanilirken sonuglar ICso (ng/mL)

ile ifade edilmistir (Huang ve ark., 2011).

2.2.6.3 Siiperoksit (SO) Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini

Alkalin DMSO yontemi deney ortaminda, DMSO tarafindan olusturulan
stiperoksit radikali, NBT (Nitro Mavi Tetrazolyum) ile renkli diformazan bilesigi
olusturmasina dayanmaktadir. Bu yontem de 1 ml alkalin DMSO (0.9 ml DMSO + 0,1
mL5 mM NaOH) iizerine 0,1 mL NBT (Img/ml) ve 0,3 mL farkli konsantrasyonlarda
ekstre (40000, 20000, 10000, 5000, 2500, 1250, 625, 312,5; 156,25; 78,125 pg/ml)
ilave edilmistir ve son hacmin 1,4 ml olmasina dikkat edilerek 560 nm’de absorbans
Olciilmiistiir. Refesans madde olarak Kersetin ve Askorbik asit kullanilirken sonuglar

ICso (ug/mL) ile ifade edilmistir (Harput ve ark., 2011).

% Inhibisyon = [(Absorbans kontrol- Absorbans 6rnek)/ Absorbans kontrol]x10
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2.2.6.4 Nitrik Oksit (NO) Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini

Her ekstreden farkli konsantrasyonda (40000, 20000, 10000, 5000, 2500, 1250,
625,312,5, 156,25, 78,125 ug/mL) 60 ul 96'lik plaklara konulmustur. Ekstrelerin
tizerine 60 pl sodyum nitroprusit (10 mM) ilave edilip ve 25 °C de 150 dakika
bekletilmigtir. Daha sonra lizerine 120 pl Griess reaktifi (%1 siilfanilamit, %0,1
naptiletilen diamin dihidroklorit, %2,5 H3POs4) eklenip 577 nm’de absorbans
Olciilmiistiir. Refesans madde olarak Kersetin ve Askorbik asit kullanilirken sonuglar

ICs0 (ng/mL) ile ifade edilmistir (Tsai ve ark., 2007).

2.2.6.5 Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Antimikrobiyal duyarlilik testi, modifiye mikrodiliisyon yontemi kullanilarak
bakteriler i¢in CLSI M07-A9’da mayalar i¢in CLSI M27-A3’de belirtilen standartlara
gore uygulanmistir. Kapali mikroplakalar nemli ortamda 35 °C’de bakteriler i¢in 24
saat, mayalar icin 48 saat inkiibe edilmistir. Ekstrenin mikroorganizmanin
makroskobik biiylimesini tamamen inhibe ettigi en diisiikk konsantrasyon minimum
inhibisyon konsantrasyonu(MIC) olarak kabul edilmistir. Bu test i¢in Gram pozitif
olarak; Staphylococcus aureus ATTC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 43300,
Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 ve Bacillus subtilis ATCC 6633, Gram
negatif olarak; Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Klebsiella pneumoniae RSKK 574 ve maya olarak Candida albicans 10231 ve
Candida parapsilosis ATCC 22019 kullanilmistir. Bakteri tiirleri i¢in Siprofloksasin
referans madde olarak kullanilirken, maya tiirleri i¢cin Mikonazol referans madde

olarak se¢ilmistir (Neumann, 2009).
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2.2.6.6 Sitotoksik Aktivite Tayini

Mantar ekstrelerinin sitotoksik etkinliklerinin 6l¢iilmesinde Mossman tarafindan
gelistirmis olan 6l¢tim metodu kullanilmistir. HCT-116 kolon kanseri hiicreleri (2x10
4 hiicre / kuyucuk) 96’lik ve 39’luk plaklara ekilmistir. %5 COz igeren 37 °C sicakliga
sahip inkiibatorde 24 saat inkiibe edildikten sonra, kuyucuklardaki besiyeri degisik
konsantrasyonlardaki (1-2000pg/ml) ekstre cozeltilerini igeren taze besiyeri ile
degistirilmistir. Hiicreler, ekstreler ile 24 saat inkiibe edildikten sonra, her bir
kuyucuktaki besiyeri aspire edilmistir. Stok MTT soliisyonu 5 mg/ml konsantrasyonda
fosfat tampon ¢ozeltisinde (PBS) hazirlanmistir ve kuyucuklara eklenerek 4 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasinda canli hiicrelerdeki dehidrogenaz
enzimi MTT’yi mor renkli formazan yapisina indirgemistir. Siire sonunda
kuyucuklara, olusan formazan kristallerinin ¢6ziinmesini saglamak amaciyla 100’er pl
DMSO ilave edilmis ve 550 nm’de absorbanslar okunmustur. Referans madde olarak

Kampotesin kullanilirken sonuglar ICso (ng/mL) ile ifade edilmistir (Mosdam, 1983).

2.2.6.7 Antienflamatuar Aktivite Tayini

Insan nétrofilleri, bildirilen prosediirii takiben saglikl yetiskin goniilliilerin (20-
30 yas) vendz kanindan elde edilmistir (Korinek ve ark., 2017). Aktive edilmis
notrofiller tarafindan siiperoksit anyon olusumunun Ol¢limii, referans kaynakta
belirtildigi iizere Ferrisitokrom c'nin azaltilmasma dayanmaktadir. Aktiflestirilmis
notrofiller tarafindan elastaz salimi, referans alinan yontem dogrultusunda elastaz
substrati  olarak  N-metoksisukinil-Ala-Ala-Pro-Val-p-nitroanilid  kullanilarak
belirlenmistir. Konsantrasyon, ham ekstreler i¢in 1 ila 10 pg/mL ve saf bilesikler i¢in

0,3 ila 10 uM olarak hazirlanmistir. Pozitif kontrol olarak LY294002 kullanilmstir.
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Referans madde olarak Genistein kullanilirken sonuclar % inhibisyon ve ICso(uM)

olarak ifade edilmistir (Ebada ve ark., 2020).

2.2.6.8 Antialerjik Aktivite Tayini

Mukozal mast hiicresinden tiiretilmis sican bazofilik 16semi hiicreleri (RBL-
2H3), Bioresource Collection and Research Center'dan (Hsin-Chu, Tayvan) temin
edilmistir. Hiicreler, 10 cm hiicre kiiltiirii kaplarinda % 10 fetal sigir serumu (FBS),
100 U/mL Penisilin ve 100 pg/ml Streptomisin igeren Dulbecco'nun degistirilmis
Eagle's medyasinda (DMEM) % 5 CO; ile nemlendirilmis hava olan bir bolmede 37
°C'de kiiltiire alinmistir. Numunelerin (ham ekstre icin 10 ila 100 pg/mL ve saf
bilesikler icin 1 ila 400 uM) bazofilik 16semi hiicre hatti (RBL-2H3) iizerindeki
potansiyel sitotoksik etkileri, [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum
bromiir] MTT testi baz alinarak belirlenmistir. Referans madde olarak Azelastin
kullanilirken sonuglar % inhibisyon ve ICso(uM) olarak ifade edilmistir (Korinek ve

ark., 2016).
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3. BULGULAR

3.1 Mantar Ekstraksiyon Bulgularn

Aspergillus niger mantarmin 11,0247 g olan ham ekstresinin sivi-sivi
fraksiyonlamasi sonrasinda, 9,1655 g %90°lik metanol faz1 ekstresi ve 1,6828 g olan
hekzan fazi ekstresi elde edilmistir. Ham ekstre YPSK kromatogrami Sekil 3.1°de

verilmistir.

DAD1 C, Sig=280,4 Ref=off (HPLC UGUCU YAG\ZEHRA MANTAR 2IMANTAR 2018-11-29 11-44-05\KL6I EKS 2.D)
mAU J

)

Sekil 3.1. Aspergillus niger mantarinin ham ekstre YPSK kromatogrami

Trichoderma virilente mantarinin 6,3869 g ham ekstresinin  s1vi-sivi
fraksiyonlamasi sonrasinda, 3,8723 g %90°1ik metanol fazi ekstresi ve 1,7542 g hekzan
faz1 ekstresi elde edilmigstir. Sekil 3.2°de ham ekstresinin YPSK kromatogrami

verilmigtir.
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DAD1 A, Sig=2104 Ref=off (HPLC UGUCU YAG\ZEHRAMANTAR 2018-07-27 11-02-351AY123 YEN.D)
mAU

25814
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Sekil 3.2 Trichoderma virilente mantarinin ham ekstre YPSK kromatogrami

3.2. Sekonder Metabolit izolasyonu Bulgular:

Mantar ekstraksiyon islemi sonrasinda kromatografik calismalarla sekonder
metabolit izolasyonu gerceklestirilmistir. Aspergillus niger mantarindan elde edilen
fraksiyonlar ve izole edilen maddeler Sekil 3.3°de, Trichoderma virilente mantarindan
elde edilen fraksiyonlar ve izole edilen maddeler Sekil 3.4’te verilmistir. izolasyonu
gergeklestirilmis olmasina ragmen teshis analizi i¢in yeterli miktarda olmayan, miktari
yeterli olup analizi yapilmis ancak teshisi hentiz gerceklestirilmeyen maddelerimiz de

mevcuttur.
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Aspergillus niger
EtOAc Ekstresi
11,0247 g
S1vi-Sivi
Fraksiyonlama
[ |
%90 Metanol Hekzan
Ekstresi — Ekstresi
9,1655 ¢ 1,6828 ¢
*Fraksiyon 1 | *Fraksiyon 1
263 mg 530 mg
***Fraksiyon 2 Madde 1 | ***Fraksiyon 2
527,3 mg Rubrofusarin B 144 mg
6,22 mg
***Fraksiyon 3 Madde s | **’;ls:;aggiyon 3
376,8 mg Flavasperone 00 Mg
6,25 mg
Fraksiyon 4 | ***11:6rf11(151}’0n 4
328,7 mg Madde 3 -+ Mg
Aurasperone B
6,92 mg . -
Fraksiyon 5 | 11: z)?)k;li]r?n 5
2406,5 mg Madde 4 ,0 Mg
Fonsecinone D
sk . 631 me | **Fraksiyon 6
Fraksiyon 6 125,5 mg
222,6 mg Madde 5
o,0-Trehalose
s ; 6.60 me **Fraksiyon 7
Frgl;myon 7 — 131,3 mg
38,2 mg Madde 6
B,B-Trehalose
Fraksiyon 8
1819.9 mg * YPSK analiz sonuglarinda yeterli
Madde 7 e AP
—— 9 Aurasperone A pik goriilmedigi icin ¢alisiimadi
raksiyon 23 mg o Fraksi " = oldus
2182 mg raksiyon miktar1 yetersiz oldugu
i¢in caligilmadi.
Madde 8

*Fraksiyon 10
923,4 mg

*Fraksiyon 11
187,8 mg

Nonanedioik asit
dimetil ester
1,78 mg

*#%* Fraksiyonlardan yeterli miktarda
saf madde elde edilemedi ve/veya
elde edilen maddelerin yapilar1 heniiz
aydinlatilamada.

Sekil 3.3. Aspergillus niger mantar fraksiyon semasi ve izole edilen maddeler
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Trichoderma virilente
EtOAc Ekstresi
60,3869 g

S1vi-Sivi
Fraksiyonlama

%90 Metanol
Ekstresi
38723 ¢

*Fraksiyon 1
277,8 mg

*Fraksiyon 2
236,5 mg

***Fraksiyon 3
349,1 mg

***Fraksiyon 4
273,2 mg

*Fraksiyon 5
290,3 mg

*Fraksiyon 6
245,1 mg

*Fraksiyon 7
264,8 mg

***Fraksiyon 8
252,2 mg

**Fraksiyon 9
113,65 mg

**Fraksiyon 10
102,8 mg

**Fraksiyon 11
100,17 mg

Hekzan
Ekstresi
1,7542 ¢
**Fraksiyon 1 Madde 9
83,22 mg B-Sitosterol
2,33 mg
Fraksiyon 2
138,31 mg
Madde 10
|| ***Fraksiyon 3 Freosterol
197,1 mg

***Fraksiyon 4
163,54 mg

**Fraksiyon 5
91,92 mg

**Fraksiyon 6
134,78 mg

***Fraksiyon 7
147,56 mg

***Fraksiyon 8
166,69 mg

*Fraksiyon 9
142,09 mg

* YPSK analiz sonuglarinda yeterli pik goriilmedigi
i¢in caligilmadi.

** Fraksiyon miktar1 yetersiz oldugu i¢in ¢alisiimadi.

*** Fraksiyonlardan yeterli miktarda saf madde elde
edilemedi ve/veya elde edilen maddelerin yapilari
heniiz aydinlatilamadi.

Sekil 3.4. Trichoderma virilente mantari fraksiyon semasi ve izole edilen maddeler
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3.2.1 Vakum Sivi Kromatografi Bulgular

Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de gosterildigi iizere, VSK uygulamasi sonrasinda
Aspergillus niger mantarinin %90 metanol fazi ekstresi 11 fraksiyona, hekzan fazi
ekstresi ise 7 fraksiyona ayrilmis ve fraksiyonlar rotavapor kullanilarak solvanlarindan

kurtarilmastir.

Cizelge 3.1. Aspergillus niger mantarinin %90 metanollii fazinin VSK fraksiyonlar

Fraksiyon Hekzan miktari, ml Etil asetat miktari, ml Fraksiyon miktari, mg
1 800 200 263
2 700 300 5273
3 600 400 376,8
4 400 600 328,7
5 200 800 2406,5

DCM miktari, ml Metanol miktari, ml
6 1000 0 222,6
7 800 200 58,2
8 500 500 1819,9
9 400 600 218,2
10 200 800 9234
11 0 1000 187,8

Cizelge 3.2. Aspergillus niger mantarinin hekzan fazinin VSK fraksiyonlar1

Fraksiyon Hekzan miktari, ml Etil asetat miktari, ml Fraksiyon miktari, mg
1 700 300 530
2 500 500 144
3 300 700 153,58
4 0 1000 161,1
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Cizelge 3.2. Devam

Kloroform miktari, ml Metanol miktari, ml
5 800 200 100,8
6 500 500 125,5
7 0 1000 131,3

Cizelge 3.3°de gosterildigi iizere, VSK uygulamasi sonrasinda Trichoderma
virilente mantarinin %90 metanol fazi ekstresi 11 fraksiyona ayrilmis ve fraksiyonlar

rotavapor kullanilarak solvanlarindan kurtarilmistir.

Cizelge 3.3. Trichoderma virilente mantarinin %90 metanollii fazinin VSK fraksiyonlari

Fraksiyon Hekzan miktari, ml Etil asetat miktari, ml Fraksiyon miktari, mg
1 800 200 277,8
2 600 400 236,5
3 400 600 349,1
4 200 800 273,2
5 0 1000 290,3

DCM miktari, ml Metanol miktari, ml
6 1000 0 245,1
7 700 300 264,8
8 500 500 252,2
9 400 600 113,65
10 200 800 102,8
11 0 1000 100,17
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3.2.2 A¢ik Kolon Kromatografisi Bulgulari

Cizelge 3.4’de gosterildigi lizere, absorbami silikajel 60 olan acik kolon
kromatografisi yonteminde Hekzan: Etil asetat: Metanol coziiciileri kullanilarak,

Trichoderma virilente mantarinin hekzan fazi ekstresi, 9 fraksiyona ayrilmistir.

Cizelge 3.4. Trichoderma virilente mantarinin hekzan fazinin agik kolon kromatografisi
fraksiyonlari

Fraksiyon Fraksiyon miktari, mg

1 83,22

2 138,31
3 197,1

4 163,54
5 91,92

6 134,78
7 147,56
8 166,69
9 142,09

3.2.3 Madde 1 izolasyon Bulgulari

Madde 1, 6,22 mg miktarda toplanmistir. Madde 1’1 igeren fraksiyonun analitik
kolon kullanilarak incelenen YPSK kromatogrami Sekil 3.5’te verilirken, maddenin
semipreparatif kolon kullanilarak izolasyonunun gerceklestirildigi fraksiyonun YPSK
kromatogrami Sekil 3.6’da, saf olarak toplanan maddenin YPSK analizi kromatogrami

Sekil 3.7°de, maksimum UV absorbansi Sekil 3.8”de verilmistir.
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DAD1 B, Sig=254 4 Ref=off (HPLC UGUCU YAG\ANZEHRAIMANTAR 2018-12-15 11-07-091AN4.D)

mAU 8 g
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Sekil 3.5. Madde 1°i igeren fraksiyonun analiz asamas1 YPSK kromatogrami

DAD1C, Sig=280,4 Ref=off (ANAAN 8 2019-09-18 11-42-35\AN4 KATI.D)
mAU
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Sekil 3.6. Madde 1’1 igeren fraksiyonun izolasyon agsamas1 YPSK kromatogrami
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mAU
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DAD1 E, Sig=280,4 Ref=off (ZEHRA AN4DILARA 2019-10-14 15-53-231AN4 K P1.D)
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323

26.550

Sekil 3.7. izole edilen saf Madde 1’in YPSK kromatogrami

*DAD1, 25.044 (653 mAU, - ) Ref=28.984 of AN4 K PK1.D
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Sekil 3.8. Madde 1’in maksimum UV absorbansi
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3.2.4 Madde 2 izolasyon Bulgulari

Madde 2, 6,25 mg miktarda toplanmistir. Madde 2’yi igeren fraksiyonun analitik
kolon kullanilarak incelenen YPSK kromatogrami Sekil 3.9°da verilirken, maddenin
semipreparatif kolon kullanilarak izolasyonunun gerceklestirildigi fraksiyonun YPSK
kromatogrami Sekil 3.10’da, saf olarak toplanan maddenin YPSK analiz

kromatogrami Sekil 3.11°de, maksimum UV absorbansi Sekil 3.12°de verilmistir.

DAD1B, Sig=254,4 Ref=off (HPLC UGUCU YAG\ANZEHRAMANTAR 2018-12-15 11-07-09\AN4.D)
mAU
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Sekil 3.9. Madde 2’yi igeren fraksiyonun analiz asamas1 YPSK kromatogrami
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DAD1 C, Sig=2804 Ref=off (AN4\AN 8 20190918 11-42-35\AN4 KATI.D)
mAU
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Sekil 3.10. Madde 2’yi igeren fraksiyonun izolasyon agamas1 YPSK kromatogram

DAD1 B, Sig=254,4 Ref=off (AN4IAN 8 2019-09-18 08-54-54\AN4 K PK2.D)
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Sekil 3.11. izole edilen saf Madde 2’nin YPSK kromatogrami
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“DADY, 26.055 (1034 mAU,Apy] Ref=28.989 of AN4 K PK2.D
mAU ]
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Sekil 3.12. Madde 2’nin maksimum UV absorbansi

3.2.5 Madde 3 izolasyon Bulgulari

Madde 3, 6,92 mg miktarda toplanmistir Madde 3’1 igeren fraksiyonun analitik
kolon kullanilarak incelenen YPSK kromatogrami Sekil 3.13’de verilirken, maddenin
semipreparatif kolon kullanilarak izolasyonunun gerceklestirildigi fraksiyonun YPSK
kromatogrami Sekil 3.14’de, saf olarak toplanan maddenin YPSK analizi

kromatogrami Sekil 3.15°te, maksimum UV absorbansi Sekil 3.16’da verilmistir.
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DAD1 B, Sig=254 4 Ref=off (HPLC UGUCU YAGIANZEHRAITRICHODERMA 2019-03-27 14-49-09\AN5-5 TP13.D)
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Sekil 3.13. Madde 3’ igeren fraksiyonun analiz asamas1 YPSK kromatogrami

DAD1B, Sig=254,4 Ref=off (HPLC UGUCU YAGIAN5-5SP2\AN 8 2019-11-22 12-29-131AN5-5 SP201.D)
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Sekil 3.14. Madde 3’1 igeren fraksiyonun izolasyon asamasi YPSK kromatogrami
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DADT B, Sig=254 4 Ref=off (AN&-5SPZN 8 2018-11-11 10-36-21PZ-1D)
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Sekil 3.15. izole edilen saf Madde 3’iin YPSK kromatogrami

*DAD1, 21.995 (630 mAU Apx) Ref=21.562 & 23.188 of P2-2.D
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Sekil 3.16. Madde 3’iin maksimum UV absorbansi
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3.2.6 Madde 4 izolasyon Bulgulari

Madde 4, 6,31 mg miktarda toplanmistir. Madde 4’ iceren fraksiyonun analitik
kolon kullanilarak incelenen YPSK kromatogrami Sekil 3.17’de verilirken, maddenin
semipreparatif kolon kullanilarak izolasyonunun gerceklestirildigi fraksiyonun YPSK
kromatogrami Sekil 3.18’de, saf olarak toplanan maddenin YPSK analiz
kromatogrami Sekil 3.19°da, maksimum UV absorbansi Sekil 3.20°de verilmistir.

DAD1B, Sig=254,4 Ref=off (HPLC UGUCU YAG\ANZEHRAITRICHODERMA 2019-03-27 14-49-09\AN5-5 TP13.0)
mAU |
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Sekil 3.17. Madde 4’1 igeren fraksiyonun analiz asamas1 YPSK kromatogrami
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DAD1 B, Sig=254 4 Ref=off (HPLC UCUCU YAGIANS-5SP2\AN 8 2019-11-22 12-29-131AN5-5 SP201.D)
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Sekil 3.18. Madde 4’ii igeren fraksiyonun izolasyon agamas1 YPSK kromatogram

DADI B, Sig=254,4 Ref=off (AN5-55PZIAN 8 2019-10-24 09-11-28AN-55P2 P4 D)
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Sekil 3.19. izole edilen saf Madde 4’{in YPSK kromatogrami
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*DAD1, 23.772 (2804 mAU,Apx) Ref=23.119 & 25.892 of P4.D
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Sekil 3.20. Madde 4’iin maksimum UV absorbansi

3.2.7 Madde 5 ve Madde 6 izolasyon Bulgulari

Madde 5 ve Madde 6, YPSK’da tek bir pik olarak 6,60 mg miktarda toplanmustir.
Madde 5 ve Madde 6’y1 iceren fraksiyonun analitik kolon kullanilarak incelenen
YPSK kromatogrami1 Sekil 3.21°de verilirken, maddelerin semipreparatif kolon
kullanilarak izolasyonunun gergeklestirildigi fraksiyonun YPSK kromatogrami Sekil
3.22’de, saf olarak toplanan maddelerin YPSK analiz kromatogrami Sekil 3.23’da,

maksimum UV absorbansi Sekil 3.24’de verilmistir.
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DADI B, Sig=254 4 Ref=off (HPLC UGUCU YAGANZEFRATTRICHODERWA 2019-03-27 14-49-091AN5-5 TP13D)
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Sekil 3.21. Madde 5 ve Madde 6’y1 igeren fraksiyonun analiz asamas1 YPSK kromatogrami

DADT B, Sig=254 4 Ref=off(HPLC UGUCU YAGIANG-SP2IAN 6 2019-11-22 12-23-T3AN5-5 SP201.D]
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Sekil 3.22. Madde 5 ve Madde 6’y1 igeren fraksiyonun izolasyon asamasi YPSK
kromatogrami
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DAD1B, Sig=254,4 Ref=off (HPLC UGUCU YAGIAN5-5SP2AN 8 2019-11-29 13-52-19\P8.D)
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Sekil 3.23. izole edilen Madde 5 ve Madde 6’ nin YPSK kromatogrami

*DAD1, 28.746 (1573 mAU,Apx) Ref=27.286 & 33.066 of P8.D
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Sekil 3.24. Madde 5 ve Madde 6’nin maksimum UV absorbansi
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3.2.8 Madde 7 izolasyon Bulgulari

Madde 7, 2,3 mg miktarda toplanmistir. Madde 7’yi igeren fraksiyonun analitik
kolon kullanilarak incelenen YPSK kromatogrami Sekil 3.25°te verilirken, maddenin
semipreparatif kolon kullanilarak izolasyonunun gerceklestirildigi fraksiyonun YPSK
kromatogrami Sekil 3.26’da, saf olarak toplanan maddenin YPSK analizi
kromatogrami Sekil 3.27°de, maksimum UV absorbansi Sekil 3.28’de verilmistir.

DAD1 B, Sig=254 4 Ref=off (HPLC UGUCU YAGIANS-1 S2\AN 8 2019-06-10 12-45-29\AN8-1 S2.D)
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Sekil 3.25. Madde 7’yi igeren fraksiyonun analiz asamast YPSK kromatogrami
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DAD1 C, Sig=2804 Ref=off (HPLC UCUCU YAGIANB-1 S2\AN 8 2019-06-12 10-05-16\ANS-1 S201.D)
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Sekil 3.26. Madde 7’yi igeren fraksiyonun izolasyon agamas1 YPSK kromatogram

DADTB, Sig=254 4 Ref=off (HPLC UGUCU YAGIANG-1 SZAN 8 2020-01-14 14-13-02P3D)
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Sekil 3.27. izole edilen saf Madde 7’nin YPSK kromatogrami
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*DAD1, 28.405 (209 mAU, - ) Ref=28.985 of P3.D

220 240 260 280 300 320 340 360 380 fim

Sekil 3.28. Madde 7’nin maksimum UV absorbansi

3.2.9 Madde 8 izolasyon Bulgulari

Madde 8, 1,78 mg miktarda toplanmistir. Madde 8’1 igeren fraksiyonun analitik
kolon kullanilarak incelenen YPSK kromatogrami Sekil 3.29’te verilirken, maddenin
semipreparatif kolon kullanilarak izolasyonunun gerceklestirildigi fraksiyonun YPSK
kromatogrami Sekil 3.30’da, saf olarak toplanan maddenin YPSK analizi

kromatogrami Sekil 3.31°de, maksimum UV absorbansi Sekil 3.32°de verilmistir.
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off (HPLC UGUCU YAGIAN 81AN 8 2019-05-01 15-42-121AN 8-6.D)
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Sekil 3.29. Madde 8’1 igeren fraksiyonun analiz asamas1 YPSK kromatogrami

off (HPLC UGUCU YAGIAN 8-61AN 8 2019-05-07 10-37-331AN 8-6.D)

2104 Ref=

DAD1 A, Sig

8S6.EL

mir|

mAU

2500

2000

1500

1000

500

Sekil 3.30. Madde 8’1 iceren fraksiyonun izolasyon agsamast YPSK kromatogrami
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DAD1 B, Sig=254 4 Ref=off (HPLC UGUCU YAGIAN 8-6\AN 8 2019-05-31 12-21-28\AN 8-6 P1.D)
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Sekil

3.31. Izole edilen saf Madde 8’nin YPSK kromatogrami
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Sekil

3.32. Madde 8’nin maksimum UV absorbansi
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3.2.10 Madde 9 ve Madde 10 izolasyon Bulgular

Madde 9 ve Madde 10 preparatif iITK yontemi ile tek bir spot olarak izole
edilmistir. Elde edilen toplam madde miktar1 2,33 mg’dir. ITK plagina preparatif
olarak uygulanan fraksiyonun ITK plagi Sekil 3.33’de verilmistir. Yapilan &lgiim

sonucunda Rf degeri 9,5/17 cm’dir.

Sekil 3.33. Madde 9 ve Madde 10’u igeren fraksiyonun izolasyon agamasi ITK plag: gorseli
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3.3. Izole Edilen Maddelerin Teshis Bulgular:

izolasyon islemi sonrasinda kimyasal yapi tayini icin miktarlar1 yeterli olan
maddelerden 7 tanesi NMR analizine ve 1 tanesi GC-MS analizine gonderilmislerdir.
Aspergillus niger mantarindan izole edilen bilesikler Sekil 3.34°de ve Trichoderma

virilente mantarindan izole edilen bilesikler Sekil 3.35°de verilmistir.

S0 OH O N0 0N

| LS

o 0 e OH
Rubrofusarin B Flavasperone

Aurasperone B Fonsecinone D
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HO HO
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@) OH @)
OH OH
a,a-Trehalose p,p-Trehalose

Aurasperone A

Nonanedioik Asit Dimetil Ester

Sekil 3.34. Aspergillus niger mantarindan izole edilen bilesikler
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[-Sitosterol

Ergosterol

Sekil 3.35. Trichoderma virilente mantarindan izole edilen bilesikler
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3.3.1 Madde 1 Teshis Bulgular:

Madde 1, koyu turuncu kat1 amorf yapida izole edilmistir. YPSK kromatogrami,
233, 271 nm'de maksimum absorpsiyon zirveleri (Amax) gostermistir. Madde 1'in 1*C
NMR spektrumu, 2D NMR spektrumlari, yani HMBC ve HMQC araciligiyla dokuz
adet kuaterner karbon, dort adet metin ve {i¢ adet metil singlet olarak ayirt edilen on
alt1 karbon rezonansinin varligii ortaya koymustur. Dokuz adet kuaterner karbon,
birlikte bir y-piron pargasini olusturan bir adet karbonil grubuna (185C 185.9), iki adet
oksijenlenmis olefinik karbona (6C 170.2 ve dC 154.6) farklilasabilmektedir. Ek
olarak, 6C 163.4, 6C 163.2 ve 6C 161.8'de li¢ adet oksijenlenmis aromatik karbon ve
strastyla 6C 142.9, 6C 110.5 ve 6C 106.3'te ii¢ adet oksijenlenmemis kuaterner karbon
da fark edilmistir. Diger karbon rezonanslarinin, iki adet oksijenlenmis (6C 56.4 ve 6C
56.0) ve bir adet aromatik metile (6C 20.5) boliinmiis ii¢ adet metil singlet ile birlikte
3C 107.7, 8C 102.6, 5C 99.0 ve 3C 98.6'da dort adet metin oldugu aciklanmistir. 'H
NMR verileri, 'H-'"H COSY ve ROESY spektrumlari, H 6.77 ve SH 6.47'de, sirasiyla
on 3.92 ve ou 3.93 ppm’de iki adet metoksi protona yakin oldugu kanitlanmis 2,3
HZz'lik bir eslesme sabiti (J degeri) ile iki adet meta-bagli protonun varligin1 ortaya
cikarmigtir. Madde 1'in HMBC spektrumu, literatiirde daha once bildirildigi gibi
Madde 1'in kimyasal yapisinin y-naftopiron iskeletine ait oldugunu gosteren birkag
anahtar korelasyon gostermistir (Graham ve ark., 2004; Sakurai ve ark., 2002; Shaaban
ve ark., 2012). Elde edilen spektral verilerin daha once bildirilen literatiirle
karsilastirilmasiyla, Madde 1'in Rubrofusarin B oldugu agik bir sekilde dogrulanmistir
(Graham ve ark., 2004; Sakurai ve ark., 2002; Shaaban ve ark., 2012).

Rubrofusarin B bilesiginin kimyasal yapisi, kimyasal ozellikleri ve
adlandirilmast Sekil 3.36°da, 'H ve '*C NMR analizleri Cizelge 3.5’te, 'H-NMR
spektrumu Sekil 3.37°de, '>*C-NMR spektrumu Sekil 3.38°de, 'H-'H COSY spektrumu
Sekil 3.39°da, gHMBC spektrumu Sekil 3.40°da, gHMQC spektrumu Sekil 3.41°de,
ROESY spektrumu Sekil 3.42’de verilmistir.
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N0 OH O

948
o 0O

Rubrofusarin B
Kimyasal Formiil: C16H1405
Nihai Kiitle: 286.08
Molekiiler Agirlik: 286.28
m/z: 286.08 (100.0%), 287.09 (17.7%), 288.09 (2.5%)
Elementel Analiz: C, 67.13; H, 4.93; O, 27.94

5-hidroksi-6,8-dimetoksi-2-metil-4H-benzo[g]kromen-4-on

Sekil 3.36. Rubrofusarin B bilesiginin kimyasal yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmasi
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9 10

Cizelge 3.5. Rubrofusarin B bilesigine ait 'H ve *C NMR analizleri

Rubrofusarin B, MeOH-d4, 600 MHz

Halka C/H Atom 'H, ppm J, Hz 13C, ppm
2- CH3 2.40 S 20.5
2 C 170.2
A 3 CH 6.08 ] 107.7
4 C 185.9
4a C 106.3
10a C 154.6
10 CH 7.12 S 102.6
b 5 C 163.2
Sa C 110.5
9a C 142.9
6 C 161.8
7 CH 6.47 d,2.3 98.6
C 8 C 163.4
9 CH 6.77 d, 2.3 99.0
6- OCH;3 3.93 s 56.4
8- OCH3 3.92 S 56.0
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Sekil 3.37. Rubrofusarin B bilesiginin MeOH-d,’deki '"H-NMR spektrumu
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Sekil 3.38. Rubrofusarin B bilesiginin MeOH-d,’deki *C-NMR spektrumu
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Sekil 3.39. Rubrofusarin B bilesiginin MeOH-d4’deki 'H-'H COSY spektrumu
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Sekil 3.40. Rubrofusarin B bilesiginin MeOH-d4’deki gHMBC spektrumu
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Sekil 3.41. Rubrofusarin B bilesiginin MeOH-d4’deki gHMQC spektrumu
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Sekil 3.42. Rubrofusarin B bilesiginin MeOH-d4’deki ROESY spektrumu

112



3.3.2 Madde 2 Teshis Bulgular

Madde 2, UV spektrumu 244, 283 nm'de ii¢ absorpsiyon maksimumunu (Amax)
ortaya ¢ikaran koyu kahverengi amorf yapili olarak izole edilmistir. Madde 2'nin 'H-
NMR spektral verileri, 6H 6.86 ve 6H 6.35 ppm'de iki adet singlet proton ile birlikte
2.2 Hz bir eslesme sabiti (J degeri) ile 6H 6.72 ve 6H 6.50'de iki adet meta-bagli proton
olarak taninan dort adet farkli aromatik protonun varligini ortaya ¢ikarmistir. Ayrica,
tic adet singlet metil piki fark edilmistir ve 6H 2.52 ppm'de bir adet aromatik metil
grubuna ek olarak 6H 3.98 ve 6H 3.91'de iki adet oksijenlenmis metile farklilagmstir.
Elde edilen sonuglar, daha dnce raporlanan literatiirle karsilastirildiginda, Madde 2’nin
baska bir y-naftopiron tiirevi oldugu 6ne siiriilmiistiir. Madde 2’nin '*C-NMR spektral
verileri, Madde 2’nin y-naftopiron tiirevi olmasi i¢in One siiriilen benzerligini
dogrulamistir. HMBC, HMQC ve ROESY dahil olmak iizere Madde 2 nin 2D NMR
spektrumlarinin dikkatli bir sekilde incelenmesi, Madde 2’nin yapisinin Flavasperone
oldugunu agik bir sekilde dogrulamistir, bu bilesik ilk olarak topraktan elde edilen

Aspergillus niger mantarindan bildirilmistir (Sakurai ve ark., 2002).

Flavasperone bilesiginin kimyasal yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmasi
Sekil 3.43’te, 'H ve '3C NMR analizleri Cizelge 3.6’da, 'H-NMR spektrumu Sekil
3.44’te, 3C-NMR spektrumu Sekil 3.45°te, 'H-'H COSY spektrumu Sekil 3.46°da,
gHMBC spektrumu Sekil 3.47°de, gHMQC spektrumu Sekil 3.48’de, ROESY
spektrumu Sekil 3.49’da verilmistir.
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Flavasperone
Kimyasal Formiil: C1sH1405
Nihai Kiitle: 286.08
Molekiiler Agirlik: 286.28
m/z: 286.08 (100.0%), 287.09 (17.7%), 288.09 (2.5%)
Elementel Analiz: C, 67.13; H, 4.93; O, 27.94

5-hidroksi-8,10-dimetoksi-2-metil-4H-benzo[ 4 ]kromen-4-on

Sekil 3.43. Flavasperone bilesiginin kimyasal yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmasi
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izelge 3.6. Flavasperone bilesigine ait 'H ve '*C NMR analizleri
Cizelg p $ig

Flavasperone, MeOH-d4, 600 MHz

Halka C/H Atom 'H, ppm J, Hz 13C, ppm
2- CHs 2.52 S 20.4
2 C 169.4
A 3 CH 6.35 S 110.6
4 C 184.4
4a/12 C 109.4
10b/11 C 157.3
10a/14 C 106.9
b 5 C 157.3
6 CH 6.86 S 106.7
6a/13 C 142.8
7 CH 6.72 d, 2.2 99.1
8 C 163.4
¢ 9 CH 6.50 d, 2.2 98.2
8- OCH;3 3.91 S 56.0
10- OCH;3 3.98 s 56.4
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Sekil 3.44. Flavasperone bilesiginin MeOH-d,’deki 'H-NMR spektrumu
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Sekil 3.45. Flavasperone bilesiginin MeOH-d,’deki *C-NMR spektrumu
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Sekil 3.46. Flavasperone bilesiginin MeOH-d4’deki '"H-'H COSY spektrumu
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Sekil 3.47. Flavasperone bilesiginin MeOH-d,’deki gHMBC spektrumu
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3.3.3 Madde 3 Teshis Bulgular

Madde 3, turuncu kati amorf yapili olarak saflastirilmistir. Madde 3'in UV
spektrumu 233, 280 nm'de {i¢ absorpsiyon piki (Amax) ortaya ¢ikarmistir. Madde 3’iin
'H ve 13C NMR spektral verileri, bir dimerik bilesigin agik bir modelini gostermistir.
'H-'H COSY, HMBC, HMQC ve NOESY spektrumlari dahil olmak iizere Madde 3
icin 2D NMR spektrumlarinin dikkatli bir sekilde arastirilmasiyla, Madde 3'iin
fonsecin B'nin iki adet benzer monomerinden olusan bir dimerik y-naftopiron tiirevi
oldugu agik bir sekilde belirlenmistir (Sakurai ve ark., 2002). Dimerik y-naftopiron
tiirevleri i¢in literatiirde bildirilen ile Madde 3'iin elde edilen spektral verilerinin
karsilagtirilmasiyla, Madde 3'in daha oOnce Aspergillus cinsinin farklt mantar
tiirlerinden bildirilen Aurasperone B oldugu dogrulanmistir (Priestap, 1984; Shaaban
ve ark., 2012; Siriwardane ve ark., 2015).

Aurasperone B bilesiginin kimyasal yapisi, kimyasal oOzellikleri ve
adlandirilmas1 Sekil 3.50’de, 'H ve '3C NMR analizleri Cizelge 3.7°de, 'H-NMR
spektrumu Sekil 3.51°de, '>*C-NMR spektrumu Sekil 3.52°de, 'H-'H COSY spektrumu
Sekil 3.53’te, gHMBC spektrumu Sekil 3.54’te, gHMQC spektrumu Sekil 3.55°te,
NOESY spektrumu Sekil 3.56’da verilmistir.
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Aurasperone B

Kimyasal Formul: C32H30012
Nihai Kiitle: 606.17
Molekiiler Agirlik: 606.58
m/z: 606.17 (100.0%), 607.18 (35.4%), 608.18 (8.5%), 609.18 (1.5%)
Elementel Analiz: C, 63.36; H, 4.99; O, 31.65

2,2'.5,5'-tetrahidroksi-6,6',8,8'-tetrametoksi-2,2'-dimetil-2,2',3,3'-tetrahidro-4H,4'H-
[7,10'-bibenzo[g]kromen]-4,4'-dion

Sekil 3.50. Aurasperone B bilesiginin kimyasal yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmasi
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Cizelge 3.7. Aurasperone B bilesigine ait 'H ve '*C NMR analizleri

Aurasperone B, MeOH-d4, 400 MHz

Halka C/H Atom 'H, ppm J,Hz 13C, ppm
Unite I
2- CH3 1.72 d, 1.0 27.8
2 C 102.4
3 CH: 3.12 m 494
A
2.84 m
4 C 201.1
4a C 106.0
10a C 156.6
B
5 C 156.6
10 CH 6.78 d, 1.0 103.8
Sa C 112.0
9a C 145.3
6 C 160.3
C
7 C 120.4
8 C 163.6

124



Cizelge 3.7. Devam

9 CH 7.02 d, 1.0 102.8
6- OCH3 3.48 s 62.0
8- OCH3 3.78 S 56.0
Unite I
2’- CHs 1.47 d, 1.0 27.5
2’ C 102.5
3 CH: 3.12 m 49.5
P 2.84 m
4’ C 200.8
4a’ C 106.2
10a’ C 152.3
5 C 163.4
E
10° C 108.2
Sa’ C 110.5
9a’ C 140.3
6’ C 164.1
7 CH 6.38 d,2.5 96.9
F 8’ C 165.0
9’ CH 6.13 d,2.5 97.8
6- OCH;3 3.94 s 56.2
8- OCH;3; 3.58 s 55.2
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Sekil 3.54. Aurasperone B bilesiginin MeOH-d,’deki gHMBC spektrumu
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3.3.4 Madde 4 Teshis Bulgular

Madde 4, koyu turuncu amorf yapili olarak izole edilmistir. Madde 4’iin UV
spektrumu 228, 278 nm'de ii¢ adet maksimum absorpsiyon (Amax) degeri ortaya
cikarmistir. Madde 4’iin '*C-NMR spektral verileri, $C 196.5 ve 5C 184.6'da iki adet
karbonil karbon, 3C 171.6, 6C 164.5, 8C 163.6, 6C 163.5, 3C 163.4, 5C 160.3, 6C
156.6, 0C 155.6 ve 0C 152.3'te dokuz adet oksijenlenmis aromatik karbon, dC 142.7,
0C 140.7, 6C 120.4, 8C 112.0, 6C 110.5, 3C 108.6, 6C 106.2 ve 6C 106.0'da sekiz adet
kuarterner aromatik karbon ve o0C 102.4 ppm'de bir adet alifatik oksijenlenmis
kuarterner karbon dahil yirmi adet kuarterner karbona dagitilmig 32 adet farkli karbon
pikleri varligin1 géstermistir. Madde 4’iin "TH-NMR spektral verileri, her biri bir proton
icin entegre edilmis bes adet farkli aromatik proton piklerinin mevcudiyeti ortaya
cikarilmig, 8H 5.98 (d, J = 1.0 Hz), 8H 6.41 (d, J = 2.3 Hz) ve 6H 6.21 (d, ] = 2.3
Hz)'de ii¢ adet dublet proton ile birlikte 6H 6.84 ve 6H 6.70 ppm'de iki adet singlete
ayirt edilmistir. Son iki proton, meta-eslesme pozisyonlarinda olmak igin 'H-'"H COSY
spektrumu araciligiyla iliskilendirilmistir. Elde edilen sonuglarin raporlanan literatiirle
karsilastirilmasiyla, Madde 4’iin y-naftopiron dimerlerinden biri oldugu 6ne siiriilen
Fonsecinone D oldugu agik bir sekilde dogrulanmistir (Priestap, 1984; Siriwardane ve

ark., 2015).

Fonsecinone D bilesiginin kimyasal yapisi, kimyasal oOzellikleri ve
adlandirilmas1 Sekil 3.57°de, 'H ve '3C NMR analizleri Cizelge 3.8’de, 'H-NMR
spektrumu Sekil 3.58°de, '>*C-NMR spektrumu Sekil 3.59°da, 'H-'H COSY spektrumu
Sekil 3.60°da verilmistir.
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Fonsecinone D

Kimyasal Formiil: C32H23011
Nihai Kiitle: 588.16
Molekiiler Agirlik: 588.57
m/z: 588.16 (100.0%), 589.17 (35.4%), 590.17 (8.3%), 591.17 (1.5%)
Elementel Analiz: C, 65.30; H, 4.80; O, 29.90

2,5,5'-trihidroksi-6,6',8,8'-tetrametoksi-2,2'-dimetil-2,3-dihidro-4H,4'H-[ 7,10'-
bibenzo[g]kromen]-4,4'-dion

Sekil 3.57. Fonsecinone D bilesiginin kimyasal yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmasi
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Cizelge 3.8. Fonsecinone D bilesigine ait 'H ve '*C NMR analizleri

Fonsecinone D, CHCI3-d, 400 MHz

Halka C/H Atom 'H, ppm J, Hz 13C, ppm
Unite I
2- CHs 1.81 s 28.8
2 C 102.4
3 CH: 2.98 d, 17.2 47.2
A 3.06 d, 17.2
4 C 196.5
4a C 106.0
B 10a C 156.6
5 C 156.6
5- OH 14.15 br, s
10 CH 6.7 S, 103.8
Sa C 112.0
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Cizelge 3.8. Devam

9a C 142.7
6 C 160.3
7 C 120.4
C 8 C 163.6
9 CH 6.84 S, 102.8
6- OCH3 3.42 S 61.9
8- OCH;3 3.76 s 55.9
Unite I
2’- CH3 2.12 d, 1.0 20.7
2’ C 171.6
D 3 CH 5.98 d, 1.0 107.6
4’ C 184.6
4a’ C 106.2
10a’ C 152.3
5 C 163.4
E 5’- OH 15.22 br, s
10° C 108.6
5a’ C 110.5
9a’ C 140.7
6’ C 163.5
7 CH 6.41 d, 2.3 97.0
F 8’ C 164.5
9’ CH 6.21 d, 2.3 96.5
6- OCH;3 4.02 s 56.2
8’- OCH3 3.63 S 55.2
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Sekil 3.58. Fonsecinone D bilesiginin CHCls-d’deki '"H-NMR spektrumu
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Sekil 3.59. Fonsecinone D bilesiginin CHCl;-d’deki *C-NMR spektrumu
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Sekil 3.60. Fonsecinone D bilesiginin CHCl;-d’deki 'H-'H COSY spektrumu
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3.3.5 Madde 5 ve Madde 6 Teshis Bulgular:

Madde 5 ve Madde 6, kat1 koyu sar1 toz formunda ayrilmaz bir karisim olarak
saflastirilmistir. '"H ve 'C NMR spektral verileri, simetrik fungal disakkaritlerin
karakteristik bir modelini sergilemistir. Elde edilen sonuglarin, 6nceden izole edilmis
fungal disakkaritleri bildiren literatiirle karsilastirilmas ile birlikte, 'H-'H COSY,
HMBC ve HMQC dahil Madde 5 ve Madde 6'nin 1D ve 2D NMR spektrumlarinin
dikkatli incelemesi (Roslund ve ark., 2008), bunlarin agik bir sekilde a,a-Trehalose ve

[, p-Trehalose olduklarini dogrulamustir.

a,o-Trehalose ve p,p-Trehalose bilesiklerinin kimyasal yapilari, kimyasal
ozellikleri ve adlandiriimalar Sekil 3.61 ve Sekil 3.62°de, 'H ve '*C NMR analizleri
Cizelge 3.9 ve Cizelge 3.10°da, 'H-NMR spektrumlar Sekil 3.63 ve Sekil 3.64’te, 1*C-
NMR spektrumu Sekil 3.65 ve Sekil 3.66°da, '"H-'H COSY spektrumu Sekil 3.67’de,
gHMBC spektrumu Sekil 3.68’de, gHMQC spektrumu Sekil 3.69°da verilmistir.
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OH

HO
HO OH

HO OH
OH

OH

a,a-Trehalose
Kimyasal Formiil: C12H22011
Nihai Kiitle: 342.12
Molekiiler Agirlik: 342.30
m/z: 342.12 (100.0%), 343.12 (13.7%), 344.12 (3.1%)

Elementel Analiz: C, 42.11; H, 6.48; O, 51.41

(2S,3R,58,6S)-2-(hidroksimetil)-6-(((2R,3R,5S,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-
(hidroksimetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oksi)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triol

Sekil 3.61. a,a-Trehalose bilesiginin kimyasal yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmasi
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OH

O
HO O OH
HO OH 0

OH

b,p-Trehalose
Kimyasal Formiil: C12H22011
Nihai Kiitle: 342.12
Molekiiler Agirlik: 342.30
m/z: 342.12 (100.0%), 343.12 (13.7%), 344.12 (3.1%)

Elementel Analiz: C, 42.11; H, 6.48; O, 51.41

(2R,38S,5R,6S)-2-(hidroksimetil)-6-(((2R,3S,5R,65)-3,4,5-trihidroksi-6-
(hidroksimetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oksi)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triol

Sekil 3.62. f,p-Trehalose bilesiginin kimyasal yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmasi
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Cizelge 3.9. a,a-Trehalose bilesigine ait 'H ve 3C NMR analizleri

a,a-Trehalose,in MeOH-d4, 600 MHz

Halka C/H Atom 'H, ppm J, Hz 13C, ppm
Unite I
1 CH 5.10 d, 3.7 93.93
2 CH 3.61 m 71.87
3 CH 3.57 m 71.98
A 4 CH 3.51 d, 11.2 78.0
5 CH 3.57 m 70.75
6 CHz 3.57 m 60.60
Unite I
| CH 5.10 d, 3.7 156.6
2’ CH 3.61 m 71.87
3 CH 3.88 m 71.98
b 4’ CH 3.51 d, 6.0 78.0
5’ CH 3.88 m 70.75
6’ CHz 3.88 m 60.60
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Cizelge 3.10. B, p-Trehalose bilesigine ait 'H ve '*C NMR analizleri

B.p-Trehalose, MeOH-d4, 600 MHz

Halka C/H Atom 'H, ppm J,Hz 13C, ppm
Unite I
1 CH 4.46 d, 7.8 98.16
2 CH 3.12 d,9.2 73.82
3 CH 3.57 m 78.06
A 4 CH 3.57 m 70.12
5 CH 3.57 m 76.63
6 CHz 3.57 m 61.25
Unite I
r CH 4.46 d, 7.8 98.16
2’ CH 3.12 d, 7.8 73.82
3 CH 3.88 m 78.06
b 4’ CH 3.88 m 70.12
5’ CH 3.88 m 76.63
6’ CH: 3.88 m 61.25
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Sekil 3.64. B,p-Trehalose bilesiginin MeOH-d,’deki "H-NMR spektrumu
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Sekil 3.65. a,a-Trehalose bilesiginin MeOH-d, deki *C-NMR spektrumu
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Sekil 3.66. 3, 5-Trehalose bilesiginin MeOH-d,’deki '*C-NMR spektrumu
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Sekil 3.69. a,a-Trehalose ve f,-Trehalose bilesiklerinin MeOH-d,’deki gHMQC spektrumu
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3.3.6 Madde 7 Teshis Bulgular

Madde 7, kat1 acik sar1 bir toz olarak elde edilmistir. UV spektrumu 225, 280
nm'de maksimum absorbsiyon (Amax) piklerini ortaya ¢ikarmistir. Madde 7’nin 'H-
NMR spektral verileri, her biri 2.2 HZ'lik bir eslesme sabitine (J degeri) sahip, oH 6.52
ve OH 6.25'te iki adet meta-bagli aromatik proton ile birlikte 6H 7.38, dH 7.27, dH 6.16
ve OH 6.10 ppm'de dort adet singlete boliinmiis alti adet farkli aromatik protonun
teshisiyle bir dimerik bilesigin karakteristik bir modelini ortaya koymustur ve 'H-'H
COSY spektrumunda acik korelasyonlar sergilemisti. Madde 7’nin 'H NMR
spektrumu ayrica 6H 2.46 ve 8H 2.17 ppm'de iki adet aromatik metil pikleri ile birlikte
O0H 3.98, 6H 3.81, 6H 3.59 ve 6H 3.48 ppm'de dort adet oksijenlenmis metil gruplarina
farklilasan alt1 adet metil singletin varligini ortaya ¢ikarmistir. Elde edilen sonuglarin
rapor edilen literatiirle karsilastirilmasiyla, Madde 7’nin, daha once Aspergillus
cinsine ait farkli mantar tiirlerinden bildirilen, dimerik bir-naftopiron tiirevi olan
Aurasperone A oldugu siiphesiz olarak dogrulanmistir (Campos ve ark., 2005;

Priestap, 1984; Shaaban ve ark., 2012).

Aurasperone A bilesiginin  kimyasal yapisi, kimyasal Ozellikleri ve
adlandirilmas: Sekil 3.70’de, "H-NMR analizleri Cizelge 3.11°de, 'H-NMR spektrumu
Sekil 3.71°de, 'H-"H COSY spektrumu Sekil 3.72’de verilmistir.
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Aurasperone A

Kimyasal Formiil: C32H26010
Nihai Kiitle: 570.15
Molekiiler Agirlik: 570.55
m/z: 570.15 (100.0%), 571.16 (35.3%), 572.16 (8.1%), 573.16 (1.4%)
Elementel Analiz: C, 67.37; H, 4.59; O, 28.04

5,5'-dihidroksi-6,6',8,8'-tetrametoksi-2,2'-dimetil-4H,4'H-[ 7,10'-bibenzo[ g]kromen -
4.4'-dion

Sekil 3.70. Aurasperone A bilesiginin kimyasal yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmasi
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1Zze1ge S5.11. Aurasperone 11€5121n¢ ait analizieri
Cizelge 3.11. Aurasperone A bilesigine ait 'H NMR analizleri

Aurasperone A, MeOH-d4, 400 MHz
Halka H Atom 'H, ppm J, Hz
Unite I
A 2- Hs 2.46 s
3 H 6.16 ]
B 10 H 7.38 ]
C 9 H 7.27 s
6- Hs 3.48 ]
8- Hs 3.81 ]
Unite I
D 2’- Hs 2.17 s
3 H 6.10 ]
F 7 H 6.52 d, 2.2
9 H 6.25 d, 2.2
6’- Hs 3.98 ]
8- Hs 3.59 ]
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Sekil 3.71. Aurasperone A bilesiginin MeOH-d,’deki '"H-NMR spektrumu
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Sekil 3.72. Aurasperone A bilesiginin MeOH-d,’deki 'H-'H COSY spektrumu
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3.3.7 Madde 8 Teshis Bulgular:

Madde 8, YPSK’da koyu turuncu yag formunda bir madde olarak izole
edilmistir. GK-KS analizinden elde edilen kromatogramin Wiley GK/KS
kiitliphanesinin taramasi sonucunda Madde 8’in Nonanedioik asit dimetil ester

(Dimetil azelat) oldugu bulunmustur.

Nonanedioik asit dimetil ester bilesiginin kimyasal yapisi, kimyasal 6zellikleri

ve adlandirilmasi Sekil 3.73’de ve GK-KS kromatogrami Sekil 3.74’da verilmistir.

Nonanedioik Asit Dimetil Ester
Kimyasal Formiil: C11H2004
Nihai Kiitle: 216.14
Molekiiler Agirlik: 216.28
m/z: 216.14 (100.0%), 217.14 (12.3%), 218.14 (1.5%)
Elementel Analiz: C, 61.09; H, 9.32; O, 29.59
Dimetil Nonanedioat

Sekil 3.73. Nonanedioik asit dimetil ester bilesiginin kimyasal yapisi, kimyasal 6zellikleri ve
adlandirilmasi
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Sekil 3.74. Nonanedioik asit dimetil ester bilesiginin GK-KS kromatogrami
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3.3.8 Madde 9 ve Madde 10 Teshis Bulgular:

Madde 9 ve Madde 10, koyu sart amorf formunda ayrilmaz bir karigim olarak
izole edilmistir. Madde 9 ve 10’un 'H ve '3C NMR spektral verileri, iki bilesenin
tetrasiklik triterpenler oldugunu belirten karakteristik pikleri gdstermistir. 'H NMR
spektral verileri, bes adet farkli olefinik protonun varligini sergilerken, burada
bunlardan iki tanesi, 6H 5.56 (dd, J =5.7,2.5 Hz), dH 5.37 (dt, J = 5.7, 2.8 Hz)'de, 1H-
1H COSY spektrumu ile dogrudan korelasyonlu (Sekil 36) ve oH 5.22 (dd, J = 15.3,
7.8 Hz) ve 6H 5.17'deki (dd, J = 15.3, 7.1 Hz) iki adet proton, oH 5.33'te (dd, J = 5.1,
2.2 Hz) bir adet olefinik proton ile birlikte cis konfigiirasyonunda oldugunu
gdstermistir. Madde 9 ve 10’un '*C NMR spektral verileri, HMQC spektrumuyla 8C
o0C 141.5, 6C 140.9 ve oC 139.9 ppm'de ii¢ adet kuaterner karbon ile birlikte 6C 135.7,
0C 132.1,06C 121.9, 8C 119.7 ve 8C 116.4'te bes adet tersiyer karbona ayrilan olefinik
karbonlarin karakteristik setini gdstermistir. '"H-'H COSY, HMBC ve HMQC dahil
olmak {izere 2D NMR spektrumlari ile elde edilen Madde 9 ve 10’un spektral
verilerinin 6nceden bildirilen literatiirle (Campos ve ark., 2005; Carvalho ve ark.,
2016; Nagia ve ark., 2012) karsilastirilmasiyla Madde 9 ve 10’un, acik bir sekilde

sirastyla f-Sitosterol ve Ergosterol olarak tanimlanmustir.

[-Sitosterol ve Ergosterol bilesiklerinin kimyasal yapilari, kimyasal 6zellikleri
ve adlandiriimalar1 Sekil 3.75 ve Sekil 3.76°da, 'H ve '3C NMR analizleri Cizelge 3.12
ve Cizelge 3.13°de, 'H-NMR spektrumlar1 Sekil 3.77 ve Sekil 3.78°de, 3*C-NMR
spektrumlar1 Sekil 3.79 ve Sekil 3.80°de, 'H-'H COSY spektrumu Sekil 3.81°de,
gHMBC spektrumu Sekil 3.82°de, gHMQC spektrumu Sekil 3.83’de verilmistir.
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[S-Sitosterol

Kimyasal Formiil: C29Hs500
Nihai Kiitle: 414.39
Molekiiler Agirlik: 414.72
m/z: 414.39 (100.0%), 415.39 (32.0%), 416.39 (5.0%)
Elementel Analiz: C, 83.99; H, 12.15; O, 3.86

(3S,8S,10R,13R,17R)-17-((2R,5R)-5-etil-6-metilheptan-2-il)-10,13-dimetil-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradekahidro-1H-siklopenta[a]fenantren-3-ol

Sekil 3.75. p-Sitosterol bilesiginin kimyasal yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmasi
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Ergosterol

Kimyasal Formiil: C2sH440
Nihai Kiitle: 396.34
Molekiiler Agirlik: 396.66
m/z: 396.34 (100.0%), 397.34 (30.3%), 398.35 (4.6%)
Elementel Analiz: C, 84.79; H, 11.18; O, 4.03

(3S,10R,13R,17R)-17-((2R,5R,E)-5,6-dimetilhept-3-en-2-il)-10,13-dimetil-
2,3,49,10,11,12,13,14,15,16,17-dodekahidro-1H-siklopenta[a]fenantren-3-ol

Sekil 3.76. Ergosterol bilesiginin kimyasal yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmasi
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HO

Cizelge 3.12. p-Sitosterol bilesigine ait '"H ve *C NMR analizleri
g g

p-Sitosterol, CHCI3-d, 600 MHz

Halka C/H Atom 'H, ppm J, Hz 13C, ppm
Unite I
1 CH: 1.46 m 37.4
2 CHz 1.56 m 31.9
3 CH 3.51 t, 11.2 72.0
A
t, 4.6
4 CH: 2.32 m 42.1
5 C 140.9
10 C 36.6
18 CHs 0.93 s 16.4
6 CH 5.33 d, 5.1 121.9
b d, 2.2
7 CH 2.04 m 323
8 CH 1.69 m 322
9 CH 1.55 m 50.2
17 CH 1.45 m 56.3
C 11 CHz 1.52 m 21.1
12 CHz 1.51 m 39.8
13 C 42.5
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Cizelge 3.12. Devam

14 CH 1.50 m 57.0
15 CHz 1.75 m 24.5
P 16 CHz 1.85 m 28.4
19 CHs 0.66 s 16.4
Unite 1T
20 CH 1.60 m 36.4
21 CHs 0.94 d, 6.8 20.9
22 CH: 0.95 m 34.1
23 CHz 1.20 m 26.3
24 CH 1.38 m 46.0
25 CH 1.77 m 29.4
26 CH3 0.83 d, 6.6 22.5
27 CHs 0.82 d, 6.6 22.2
28 CH: 1.10 m 23.1
29 CH3 0.80 t, 6.8 12.0
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Cizelge 3.13. Ergosterol bilesigine ait 'H ve '*C NMR analizleri

Ergosterol, CHCl;-d, 600 MHz

Halka C/H Atom 'H, ppm J, Hz 13C, ppm
Unite I
1 CH: 38.5
2 CH: 32.1
3 CH 3.62 t, 11.2 70.6
t,4.3
A 4 CHz 2.46 d, 143 40.9
d, 4.8
d,2.3
2.29 m
5 C 139.9
10 C 37.2
18 CH3 0.94 S 16.4
b 6 CH 5.56 d, 5.7 119.7
d,2.5
7 CH 5.37 d, 5.7 116.4
£, 2.8
8 C 141.5
c 9 CH 46.4
17 CH 559
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Cizelge 3.13. Devam

11 CH: 21.2
12 CHz 39.2
13 C 43.0
14 CH 54.7
15 CHz 23.1
D
16 CHz 28.4
19 CHs 0.62 s 12.2
Unite I
20 CH 40.6
21 CHs 1.02 d, 6.6 21.2
22 CH 5.17 d, 15.3 135.7
d, 7.8
23 CH 5.22 d, 15.3 132.1
d, 7.1
24 CH 43.0
25 CH 332
26 CHs 0.83 d,7.2 20.1
27 CHs 0.82 d,7.2 19.8
28 CHs 0.91 d, 6.8 17.8
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Sekil 3.77. p-Sitosterol bilesiginin CHCl3-d,’deki "H-NMR spektrumu
g P
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Sekil 3.78. Ergosterol bilesiginin CHCls-d,’deki 'H-NMR spektrumu
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Sekil 3.79. p-Sitosterol bilesiginin CHCl3-d,’deki '3C-NMR spektrumu
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Sekil 3.80. Ergosterol bilesiginin CHCl3-d,’deki *C-NMR spektrumu
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Sekil 3.81. B-Sitosterol ve Ergosterol bilesiklerinin CHCls-d,’deki '"H-'H COSY spektrumu
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Sekil 3.82. p-Sitosterol ve Ergosterol bilesiklerinin CHCls-d,’deki gHMBC spektrumu
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3.4. Aktivite Caliyma Bulgulan

Aspergillus niger ve Trichoderma virilente mantarlarinin kiiciik olcekli ekim
sonrasi ham ekstrelerine DPPH, SO, NO ve ABTS yo6ntemlerini igeren antioksidan,
antimikrobiyal ve sitotoksik aktivite ¢alismalar1 yapilmistir. Izole edilen ve miktari
yeterli olan Rubrofusarin B, Flavasperone, Aurasperone B ve Fonsecinone D

bilesiklerine ise antienflamatuar ve antialerjik aktivite caligmalar1 yapilmistir.

3.4.1. Antioksidan Aktivite Bulgulari

Antioksidan aktivite testlerinin sonuglari Cizelge 3.14’te incelendiginde
kullanilan DPPH, SO ve NO yontemlerde Aspergillus niger mantarma ait ham
ekstrenin Trichoderma virilente mantarina ait olan ham ekstreden daha yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Trichoderma virilente ham ekstresi
diger yontemlere gore bir miktar farkla ABTS yonteminde daha antioksidan aktivite
gostermistir. Referans aliman maddelerden Kersetin’e daha yakin bir aktivite

sergilemislerdir.

Cizelge 3.14. Mantar ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri

KOD Mantar IC50 (ng/mL) +£SD
(EtOACc DPPH SO NO ABTS TEAC
ekstresi) (mMTroloks/MEEkstre)
KL6i Aspergillus 84,7+ 1,56 309,29 323,93 + 676.08 + 0.1804 +1.36
niger 0.99 0.79 1.36
Ay123 dis  Trichoderma 891,25 + 925,02 + 989,45 + 4189 + 0.42 £0,44
virilente 1,38 0,35 1,34 0,44
Kersetin - 7,04 £0,94 10,11 + 13,18+0,15 11,1+0,23 -
0,28
Askorbik - 5,72 +0,89 8,52+ 10,12+0,19 8,21+ 0,91 -
asit 0,78
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3.4.2. Antimikrobiyal Aktivite Bulgular:

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 43300,
Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae
RSKK 574, Candida albicans 10231, Candida parapsilosis ATCC 22019 bakteri

suslarina kars1 antimikrobiyal aktivite testi gergeklestirilmis ancak Cizelge 3.15°te

bulunan verilere gore her iki mantar ekstresinde antimikrobiyal aktiviteye

rastlanilmamustir. Aspergillus niger mantarinin ham ekstresi diger bakteri tiirleri ile

karsilastirildiginda Bacillus subtilis ATCC 6633 bakteri susuna karst daha yiiksek

antimikrobiyal aktivite gostermistir.

Cizelge 3.15. Mantar ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri

MIK sonuglari (seri diliisyon ile) pg/ul

Q
Q Q Q
= > 3 & & < % = >
Mantar f i 5 o Q 3 f S <
N N =3 O @} S 32 — 2
KOD (EtOAc N N 2R B = = s 8 g
. Sen 2o S < < 2 en S S = o
ekstresi) og 32 g"° = = T9 S5z = g3
Sih S e SO B S S = $w = S
SN o L < S - N = 5 5N
Q ) S = = 3 S a‘ 3 s
) S Q >3 = Y
S S S « = g S = s
< < = 2 2 S = = ~
= = = = N g S = S
= = =, = S S 2 S s
s s S 3 S 3 S © 3
S S 3 R 3 S = S
A A R > L
Ry
Aspergillus
KL6i ) 250 500 500 62,5 1000 500 1000 500 500
niger
Trichoderma
Ay123 dis o 500 250 500 500 500 500 500 500 500
virilente
Siprofloksasin 1.25 0.625 0.078 0.078 0.009 0.625 0.039 *
Mikonazol * * * * * * * 1.56 0,78
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3.4.3. Sitotoksik Aktivite Bulgular:

Cizelge 3.16°da gosterilen sitotoksik aktivite verileri incelendiginde Aspergillus
niger mantarinin ham ekstresi, referans kabul edilen Kampotesin’in sahip oldugu ICsg
degerine yakin bir deger ile Trichoderma virilente mantarindan daha yiiksek sitotoksik
aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir. Ulusal Kanser Enstitiisiinden (NCI) ve Geran
Protokoliinden alinan referans degerine dayanarak, IC50 < 21 pg/ml degerindekiler
giiclii sitotoksik etki, IC50 21-200 ug/ml arasindaki degerler orta diizeyde sitotoksik
etki ve IC50 201-500 ug/ml arasindaki degerler zayif sitotoksik etki ile karakterize
edilirken, IC50> 501 pg/ml degerleri sitotoksik olmayan olarak kabul edilmektedir
(Amaani ve Dwira, 2018). Bu deger araliklarina gore Aspergillus niger mantarinin
etilasetat ekstresi giiclii sitotoksik etkiye sahipken Trichoderma virilente mantarmin

etilasetat ekstresi orta diizeyde sitotoksik etki gostermistir.

Cizelge 3.16. Mantar ekstrelerinin sitotoksisite aktivitesi (HCT116 hiicre serisi)

KOD Mantar (EtOAc ekstresi) IC50 (ug/ml) £SD
K161 Aspergillus niger 4.428 +0.60
Ayl123 dig Trichoderma virilente >40
Kampotesin 0.305+0.078

3.4.4. Antienflamatuar Aktivite Bulgulari

Rubrofusarin B, Flavasperone, Aurasperone B ve Fonsecinone D bilesikleri
antienflamatuar aktivite ic¢in iki farklt metod kullanilarak incelenmistir. Rubrofusarin
B, Flavasperone, Aurasperone B ve Fonsecinone D bilesikleri elastaz salinim
inhibisyonu yoniinden herhangi etkinlik gozlenmemisken, Aurasperone B ve

Fonsecinone D bilesikleri i¢in siiperoksit anyon jenerasyonu yoniinden kontrol bilesigi
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Genistein’e oranla {i¢ kat1 konsantrasyonda antienflamatuar etkinlik goézlenmistir.
Cizelge 3.17°de verilen sonuglara gére Aurasperone B ve Fonsecinone D bilesiklerinin

diisiik antienflamatuar etkinlik gosterdigi bulunmustur.

Cizelge 3.17. Izole edilen se¢ilmis bilesiklerin antienflamatuar aktiviteleri

Siiperoksit anyon jenerasyonu
Bilesik % ICso
inhibisyon? (uM)P

Rubrofusarin B 39.09+2.50 -

Flavasperone 25.97+6.40 -
Aurasperone B 86.22+3.67 2.37+0.88
Fonsecinone D 74.83£3.07 2.28+0.33
Genistein c 1.52+0.17

Elastaz salim
Bilesik % ICso
Inhibisyon? (uM)?
Rubrofusarin B 11.50+1.31 -
Flavasperone 9.18+4.06 -
Aurasperone B 20.33+4.47 -
Fonsecinone D 11.83+3.00 -
Genistein 31.57+7.29 16.34 +£4.26

10 pM konsantrasyonda inhibisyon yiizdesi. ® Yiizde 50 inhibisyon i¢in gereken konsantrasyon (ICsp).
Sonuglar ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. (n = 3~6). ¢ Genistein siliperoksit anyon
jenerasyonunu 3 pM konsantrasyonda 67.01 £+ 2.38 % inhibe etmistir.
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3.4.5. Antialerjik Aktivite Bulgular

Rubrofusarin B, Flavasperone, Aurasperone B ve Fonsecinone D bilesiklerinin
Cizelge 3.18’de goriilen verilere gore herhangi bir antialerjik aktivite gostermedigi

gorilmektedir.

Cizelge 3.18. izole edilen secili bilesiklerin antialerjik aktiviteleri

Bilesik % A23187 nedenli Antijen nedenli degraniilasyonun %
canlilik, degraniilasyonun % inhibisyonu inhibisyonu
RBL-2H3®
100 uM 10 uM 100 pM ICso 10 uM 100 pM ICso
(UM)° (uM)°
Rubrofusarin B > %90 - - - -
Flavasperone > %90 - - - -
Aurasperone B > %90 - o - -
Fonsecinone D > %90 - - - -
Azelastin® >90 10.9 15.4
%
(20 pM)

@ Orneklerin RBL-2H3 hiicrelerine sitotoksisitesi MTT canlilik taramasiyla 6lgiilmiistiir.
Sonuglar kontrole (DMSO) kars1 ortalama (n = 3) cinsinden ifade edilmistir. Tiim drnekler RBL-2H3
hiicrelerine non toksiktir.

b Azelastin (20 uM) pozitif kontrol olarak kullamlmistir ve 20 pM konsantrasyonda A23187
indiiklii degraniilasyonu % 78.4 + 1.4, antijen indiikli degraniilasyonu % 66.8 + 9.8 inhibe etmistir. °
Yiizde 50 inhibisyon i¢in gereken konsantrasyon (ICsp).
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4. TARTISMA

Calismamizda inceledigimiz Aspergillus niger mantarmin, hem karasal hem de
deniz kaynaklarindan elde edilen tiirleri bircok kez arastirilmistir. Deniz kaynakhi
Aspergillus niger mantarindan izole edilen bilesikler iizerinde sitotoksisite, insektisit,
antimikrobiyal, antioksidan gibi bir¢cok aktivite ¢alismasi yapilmis olmasina ragmen
herhangi bir antialerjik veya antienflamatuar ¢alismaya rastlanmamustir. Inceledigimiz
diger mantar Trichoderma virilente, teshisinden bu yana herhangi bir ¢alismada yer
almamistir. 11k kez bu mantar iizerine yapilan calisma olarak kayda gececek olan bu
doktora caligmasi ayrica bu mantardan ilk kez sekonder metabolit izolasyonunu da

icermektedir.

Rubrofusarin B bilesigine ait mevcut literatiir kayitlar1 incelendiginde ilk kez
(Galmarini ve ark., 1974) Aspergillus fonsecaeus mantarindan nafto-y-piron (Priestap,
1986) yapisinda bir bilesik olarak izole edilmistir. Bir Aspergillus susu M39'dan izole
edilen Rubrofusarin B, insan KB hiicrelerinde ¢oklu ila¢ direncini tersine ¢evirme
acisindan arastirildiginda, KB - C2 hiicrelerinin Adriamisin ve Daunomisin’e direncini
sadece hafifce tersine ¢evirdigi, Kromomisin A3 direncini kismen tersine ¢evirdigi ve
Vinkristin ve Mitomisin C direncini neredeyse tamamen tersine ¢evirdigi bulunmustur
(Ikeda ve ark., 1990). Cynodon dactylon (Bermuda ¢imi) bitkisinde bir endofit mantar
Aspergillus niger IFB-E003’den izole edilen Rubrofusarin B'nin kolorektal kanseri
hiicre hattt SW1116 (IC50: 4,5 png/ml) iizerinde sitotoksik oldugu gosterilmistir (Song
ve ark., 2004). Cynodon dactylon ile iliskili endofitik mantar Cladosporium herbarum
IFB-E002 (Ye ve ark., 2005) gibi karasal endofitik mantar tiirlerinden izole
edilmesinin yani sira Rubrofusarin B bilesigi, deniz kaynakli, Cin'in Giliney
Denizi'ndeki deniz mangrovlarindan edinilen endofitik bir mantar (No. ZZF79)’dan
(Huang ve ark., 2007), deniz kaynakl1 Aspergillus carbonarius mantar susu WZ - 4-
11’dan (Zhang ve ark., 2008), Pongamia pinnata mangrovundan izole edilmis

endofitik mantar Aspergillus tubingensis’ten (Huang ve ark., 2010), deniz yumusak
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mercant Denderonephthya hemprichi'den izole edilen Alternaria alternata susu
D2006 kiiltiirtinden (Shaaban ve ark., 2012), deniz kaynakli mantar Aspergillus niger
SCSIO Jesw6F30'dan (Zhou ve ark., 2016), deniz kaynakli bir mantar tiirii olan
Aspergillus sp SF-5929'dan (Kim ve ark., 2020) izole edilmistir. Deniz sedimenti
tiirevi Aspergillus foetidus KMM 4694 mantarindan izole edilen bilesigin ilaca direngli
insan prostat kanseri 22Rv1 hiicrelerinin canlilifi ve koloni olusumu iizerindeki
etkisinin incelenmesiyle, bilesigin 10 uM konsantrasyonda kanser hiicrelerinin koloni
olusumu iizerinde % 68,55 Onemli inhibe edici aktivite sergiledigi goriilmiistiir
(Antonov ve ark., 2021). Hem karasal hem de deniz kaynaklarindan elde edilen
Aspergillus niger mantarindan izole edilen Rubrofusarin B bilesigi, calismamizda da

izole edilmistir.

Flavasperone bilesigi ilk kez 1962 yilinda Aspergillus niger mantarindan izole
edilmis nafto-y-piron yapisinda bir bilesiktir (Bycroft ve ark., 1962). 2008 yilinda
yapilan bir calismada Aspergillus tiirlerinin kiiltiir besi ortamindan acil-CoA:
kolesterol agiltransferaz (ACAT) inhibitorii olarak izole edilen bilesik, ACAT2
izozimine kars1 secici inhibisyon gosterdigi bildirilmistir (Sakai ve ark., 2008). Deniz
kaynaklarindan ilk izolasyonu Aspergillus carbonarius'un WZ - 4-11 mantar susundan
olmustur (Zhang ve ark., 2008). Deniz kaynaklarindan izolasyonu sonraki yillarda da
devam etmistir. Mangrov endofitik mantar1 Aspergillus tubingensis (GX1-5E)’ten
(Huang ve ark., 2011), Cin'in Liaoning Eyaleti, Huludao kiy1 seridinde gelgit
bolgesinde toplanan ¢amur 6rneginden elde edilen deniz kaynakli mantar Aspergillus
niger 2HL-M-8 mantarindan (Li ve ark., 2016), deniz kaynakli Aspergillus niger 102
mantarindan (Zhang ve ark., 2018), Leathesia nana deniz alginden elde edilen
Aspergillus sp XNM-4 tiriinden (Xu ve ark., 2019) izolasyonu oOrnek olarak
verilebilmektedir. Ozellikle Aspergillus tiirlerinden izole edilen Flavasperone bilesigi,

calismamizdaki Aspergillus niger mantarindan da izole edilmistir.

Aurasperone A ve Aurasperone B bilesikleri ilk kez karasal Aspergillus niger ve

Aspergillus awamori misellerinden 1zole edilmislerdir (Tanaka ve ark., 1966). Ayrica
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Aspergillus fonsecaeus mantarindan da birlikte izole edilmislerdir (Priestap, 1984).
Cyndon dactylon (Bermuda ¢imi) bitkisinde bir endofit mantar Aspergillus niger IFB-
E003°den izole edilen Aurasperone A'nin XO (ksantin oksidaz) (IC50: 10,9 umol/l)
tizerinde sitotoksik oldugu gosterilmistir (Song ve ark., 2004). Deniz kaynaklarindan
ilk izolasyonlar1 deniz yumusak mercan1 Denderonephthya hemprichi'den izole edilen
Alternaria alternata D2006 mantar susu kiiltiiriinden ger¢eklesmistir (Shaaban ve ark.,
2012). Deniz algi Sargassum sp'den izole edilen Aspergillus niger SCSIO Jcsw6F30
mantar susu her iki bilesik i¢in de bir diger deniz kaynag1 6rnegidir (Fang ve ark.,
2016). Deniz siingeri Taedania sp’den elde edilen Aspergillus welwitschiae FMPV 28
mantarindan sadece Aurasperone B izole edilmistir (Loges ve ark., 2020). Son olarak
deniz sedimenti tiirevi Aspergillus foetidus KMM 4694 mantarindan izole edilen
Aurasperone A ve Aurasperone B bilesiklerinin, ilaca direngli insan prostat kanseri
22Rv1 hiicrelerinin canliligl ve koloni olusumu tizerindeki etkileri incelenmis ve
Aurasperone A bilesiginin 10 pM konsantrasyonda kanser hiicrelerinin koloni
olusumu iizerinde % 85,48 Onemli inhibe edici aktivite sergiledigi goriilmiistiir
(Antonov ve ark., 2021). Mevcut literatiirlerin incelendiginde bir¢cok kez Aspergillus
niger mantarindan izole edilen bis-nafto-y-piron yapili Aurasperone A ve Aurasperone
B bilesikleri, ¢calismamizda Aspergillus niger mantarindan elde edilmistir. Ayrica
Aurasperone B bilesiginin antienflamatuar aktivite incelemesi sonucunda 10 pM
konsantrasyonda siiperoksit anyon jenerasyonu iizerinde % 86.22’lik bir deger ile

onemli bir antienflamatuar etkinlik gosterdigi bulunmustur.

Fonsecinone D, bis-nafto-y-piron yapisindaki bilesigin ilk izolasyonu
Aspergillus fonsecaeus mantarindan gerceklestirilmistir (Priestap, 1984). Deniz
kaynagindan ilk izolasyonu kahverengi alg Colpomenia sinuosa’dan izole edilen
endofitik mantar Aspergillus niger EN-13’den olmustur ve DPPH radikal siipiiriicti
etki testinde % 37.5 siipiirme orani ile orta diizeyde aktivite gostermistir (Zhang ve
ark., 2007). Cin'in Liaoning Eyaleti, Huludao kiy1 seridinde gelgit bolgesinde toplanan
camur 6rneginden elde edilen deniz kaynakli mantar Aspergillus niger 2HL-M-8'den
izolasyonu bir diger deniz kaynagi 6rnegidir ( Li ve ark., 2016). Deniz algi Sargassum

sp'den elde edilen Aspergillus niger SCSIO Jcsw6F30 mantar susundan izole
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edilmistir. Insan kanser hiicre hattina (K562, A549, Dul45, H1975, MCF-7, Huh-7,
HL7702, HL60, HeLa ve Molt-4) karst ¢ok zayif sitotoksisite (IC50> 30 uM)
gosterirken, COX-2 inhibitdr etkinlik gostermemistir (Fang ve ark., 2016). Deniz algi
Leathesia nana'dan elde edilen Aspergillus sp XNM-4 mantar susundan izole edilen
Fonsecinone D, bes insan kanser hiicre hatti (PANC-1, A549, MDA-MB-231, Caco-2
ve SK-OV-3) ve bir insan normal hiicre hatt1 (HL-7702) {lizerindeki inhibitor etkisine
bakildiginda kayda deger bir sitotoksik aktivite gézlenmemistir (Xu ve ark., 2019).
Deniz kaynagi mantarlardan elde edilen Fonsecinone D bilesigi ¢alismamizda
Aspergillus niger mantarindan izole edilmistir. Ayrica yapilan antienflamatuar aktivite
testinde 10 uM’lik bir konsantrasyon ile siiperoksit anyon jenerasyonu iizerinde
%74.83’liik bir deger ile kayda deger bir antienflamatuar aktivite gosterdigi

bulunmustur.

Trehalose, hiicrelerin biitlinliigiinii ¢esitli ¢cevresel streslere karsi korumak i¢in
bakteriler, mantarlar, bocekler ve bitkiler tarafindan iiretilen uyumlu bir osmolittir (Ni
ve Yu, 2007). Ayrica orta ila siddetli kuru g6z sendromunun tedavisi i¢in etkili ve
giivenli bir bilesik olmas1 sebebiyle, ilag piyasasinda Thea firmas1 tarafindan iiretilen
Hyaluronik asit ile kombine haldeki ‘Thealoz Duo G6z Damlas1’ ve ‘Thealose Duo
Jel” formlar1 bulunmaktadir (Matsuo ve ark., 2002). Seker kisimlarinin piranoz
formlarini igeren ii¢ izomerinin bilindigi D-glukozil D-glukozitler i¢in kullanilan genel
isimdir. Mantarlarin iireme, hayatta kalma ve enfeksiyon govdeleri olan sporlar, uzun
siireli hayatta kalmak i¢in yiiksek miktarlarda trehalose ihtiyag duymaktadir (Ni ve
Yu, 2007). Genel olarak o,a-Trehalose (a-D-glikopiranosil-a-D-glikopiranosid),
dogada yaygin olarak olusan izomerdir (Elbein, 1974). Corn Steep Liquor besiyerinde
bliyliyen Penicillium notatum B21 mantarinin kuru misellerinin metanol ekstresinden
ilk kez izole edilmistir (Abe, 1948). Umbilicaria pustulata likeni (Lindberg ve
Wickberg, 1953), makromantar Dermatocarpon miniatum (Lindberg ve ark., 1955)
gibi karasal tiirlerden izole edilen a,0-Trehalose, ayrica bdceklerin ana kan sekeri
olarak tanimlanmis ve Antheraea polyphemus (Polyphemus Giive Tirtil1) boceginin
kanindan saf'halde izole edilmistir (Wyatt ve Kalf, 1957). Bir¢ok karasal liken, mantar,

bitki 6zleri ve bocek tiirlerinden izole edilen bu bilesik ayrica mikro mantarlar,
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mayalar ve bakterilerden de izole edilmektedir. Kalkerli kirmizi bir alg olan
Serraticardia maxima'nin yapraklarindan izolasyonu ilk deniz kaynagi ornegidir
(Nagashima ve ark., 1969). Sentetik isotrehalose (Schlubach ve Maurer, 1925) olarak
anilan f,B-Trehalose bilesigi, f-D-glukopiranosil-B-D-glukopiranosid yapisindaki bir
trehalose izomeridir. Calismamizda da elde ettigimiz a,a-Trehalose ve B,3-Trehalose
bilesikleri saf bir formda deniz kaynakli Aspergillus niger mantardan ilk kez izole

edilmislerdir.

B-Sitosterol ve Ergosterol bilesikleri dkaryotik hiicre plazma membranlarinda
Oonemli yapisal ve sinyal verme islevlerini saglayan bilesiklerdir. B-Sitosterol bilesigi
bitki fitosterolleri arasinda bulunurken, Ergosterol bilesigi mantarlar i¢in 6zellesmistir
(Dupont ve ark., 2012). B-Sitosterol bilesigi, ilk kez Sitosterol’iin izomerik bir sterolii
olarak misir yagi ve bugday tohumu yagindan izole edilen steroller {izerinde yapilan
calismada karsimiza ¢ikmaktadir (Anderson ve Shriner, 1927). 1955 yilinda tath su
yesil algi Elodea densa planchon’dan izolasyonu gergeklestirilmistir (Matsumoto ve
Hirai, 1955). Karasal Trichoderma harzianum T4 (Ahluwalia ve ark., 2015) ve deniz
kaynakli Trichoderma longibrachiatum (Tarus ve ark., 2003) ve Trichoderma
asperellum d1-34 tiirlerinden de izole edilmistir (Li ve ark., 2019). B-Sitosterol, diinya
capinda popiiler bir Kolesterol diisiiriicti fonksiyonel gida iirlinii olmas1 sebebi ile
biiyiik bir 6nem teskil etmektedir (Yang ve ark., 2012). Ergosterol bilesigi ilk kez
Penicillium notatum mantarinin miselyumlarindan elde edilmistir (Savard ve Grant,
1946). Bir¢ok mantar tiirlinden hem saf bilesik halinde hem de tiirevleri seklinde izole
edilebilmektedir (Li ve ark., 2019). Karasal 7. hamantum (Hussain ve ark., 1975),
Trichoderma sp. YM 311505 (Xuan ve ark., 2014), Trichoderma harzianum T5
(Ahluwalia ve ark., 2015), Trichoderma sp. Jing-8 (Zhang ve ark., 2017) ve deniz
kaynaklt Trichoderma longibrachiatum (Tarus ve ark., 2003), Trichoderma
asperellum cf44-2 (Song ve ark., 2018), Trichoderma sp. Xy24 (Li ve ark., 2019) gibi
bircok Trichoderma tlriinden hem bilesik olarak hem de tiirevleri halinde izole
edilmistir. Ergosterol bilesigi birgok biyoaktivitesinin yani sira D vitaminlerinin
bilesimine girmesi ile onem arz etmektedir (Margalith, 1989). Calismamizda bu

onemli bilesikler Trichoderma virilente mantarindan ilk kez izole edilmiglerdir.
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Nonanedioik asit dimetil ester bilesigi, Azelaik asit olarak da bilinen 1,7-heptan
karboksilik asit bilesiginin dimetil esteridir (Garelnabi ve ark., 2010). Azelaik asit,
dogal olarak olusan genellikle tam tahillarda ve bazi et iirlinlerinde bulunan, anti-
enflamatuar, antibakteriyel ve antikeratinizan etkileri gibi bir¢ok faydali 6zelliklere
sahip doymus bir dikarboksilik asittir. Rozase, akne, melazma, lentigo maligna, malign
melanoma ve hatta perioral dermatiti tedavi etmek icin gesitli formiilasyonlarda
kullanilmistir (Alzweiri ve ark., 2013; Garelnabi ve ark., 2010). Dimetil azelat
(Nonanedioik asit dimetil ester) bilesigi, Fucus cinsi bir algin humus fraksiyonunun
oksidasyon iiriinii olan humik bilesiklerden biri olarak gosterilirken (Mendez ve
Ogner, 1979), Astragalus membranaceus (Miyazawa ve Kameoka, 1987) ve Pueraria
lobata (Miyazawa ve Kameoka, 1988) bitkilerinin kuru koklerinden elde edilen ugucu

yagda bulunmustur. Bu bilesik Aspergillus niger mantarindan ilk kez izole edilmistir.

Aspergillus niger ve Trichoderma virilente mantarlarindan teshis edilen
maddelerin yan1 sira hem hekzan hem de metanol fazi ekstrelerinden madde
izolasyonlar1 gercgeklestirilmistir. Miktarlarinin yetersiz olmasi sebebi ile teshis
analizleri gerceklestirilemeyen maddeler oldugu kadar analiz sonuglarina gore teshisi

heniiz yapilamamig maddelerimiz de mevcuttur.
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5.SONUC VE ONERILER

Tirkiye denizlerinden toplanan canlilardan elde edilen iki farkli mantar tiirii
tizerine doktora caligmas1 gerceklestirilmistir. Farmakognozik ac¢idan degerlendirilen
Aspergillus niger mantarindan 8 adet, Trichoderma virilente mantarindan 2 adet
sekonder metabolit izole edilmistir. Her bir mantarin etilasetat ekstresi lizerinde
antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik aktivite ¢alismasi gerceklestirilirken, elde
edilen Rubrofusarin B, Flavasperone, Aurasperone B ve Fonsecinone D bilesikleri

antialerjik ve antienflamatuar aktiviteleri yoniinden degerlendirilmistir.

Canakkale komiir limanindan toplanan Microcosmus vulgaris tunikatindan elde
edilen Aspergillus niger mantarinin etilasetat ekstresi biyoaktivite testlerince
degerlendirildiginde Trichoderma virilente mantarma goére DPPH testinde daha
yiiksek antioksidan etkinlik gosterirken, diger bakteri tiirleri ile karsilastirildiginda
Bacillus subtilis ATCC 6633 iizerinde daha fazla antimikrobiyal etkinlik gostermistir.
Ayrica NCI sitotoksisite deger araliklar1 ele alindiginda Aspergillus niger mantarinin
etilasetat ekstresi, HCT116 hiicre serisi iizerinde 4.428 pg/ml ICso( <21 pg/ml) degeri
ile giiclii sitotoksik etkinlik sergiledigi goriilmiistiir. Ayvalik’tan toplanan Axinella
verrucosa slingerinden izole edilen Trichoderma virilente mantarinin etilasetat
ekstresi Aspergillus niger mantariin ekstresine gore tiim biyoaktivite testlerinde daha
diisiik etkinlik gosterirken >40 pg/ml ICso( <21 pg/ml) degeri ile orta diizeyde
sitotoksik etki ile dikkat cekmektedir.

Mevcut literatiir ¢alismalar1 incelendiginde Aspergillus niger mantarinin hem
karasal hem denizden elde edilen tiirleri lizerinde bir¢ok arastirma yapilmistir. Bizim
elde etmis oldugumuz bilesiklerden nafto-y-piron yapisindaki Rubrofusarin B,

Flavasperone, Aurasperone A, Aurasperone B bilesikleri ve bis-nafto-y-piron
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yapisindaki Fonsecinone D bilesigi, daha 6nceki deniz kaynakli Aspergillus niger tirii
lizerine yapilan c¢aligmalarda da izole edilmislerdir. Rubrofusarin B, Flavasperone,
Aurasperone B ve Fonsecinone D bilesikleri ilk kez antialerjik ve antienflamatuar
aktivite testlerince degerlendirilirken Aurasperone B ve Fonsecinone D bilesikleri
siiperoksit anyon jenerasyonu iizerinde sirasiyla gosterdikleri %86,22 ve %74,83
inhibisyon degerleri ile kayda deger antienflamatuar bilesikler olarak belirlenmislerdir
Diger izole edilen izomer bilesikler a,a-Trehalose, B,B-Trehalose bilesikleri ve bir
ucucu yag bilesegi olan Nonanedioik asit dimetil ester, bu calismada ilk kez deniz
kaynakli Aspergillus niger tiiriinden bildirilmektedirler. Aspergillus niger mantarinin
karasal tiirlerinin yani sira deniz kaynakli tiirlerinin de Onemi ¢aligmamizca

desteklenmektedir.

Mevcut literatiir ¢alismalar1 sonucunda Rubrofusarin B bilesiginin giiclii
sitotoksik etkinlige sahip oldugu goriilmistir. Yapmis oldugumuz c¢alismada
Aspergillus niger matarinin etilasetat ekstresinde gdzlemlenen sitotoksik etkinligin bu
bilesikten kaynakli olabilecegi diisliniilmektedir. Sonraki agamalarda elde ettigimiz

Rubrofusarin B bilesigi sitotoksisite testlerine tabi tutulmasi gerekmektedir.

Gliniimiize kadar Trichoderma virilente mantari lizerine herhangi bir arastirma
caligmas1 bulunmamaktadir. Hem karasal tiirlerine oncii olabilecek hem de deniz
tiirleri icin bir ilki teskil eden bu calismada, biyoaktivite yoniinden degerlendirilen
Trichoderma virilente mantarindan iki 6nemli sterol yapida bilesik izole edilmistir.
Ergosterol ve B-Sitosterol bilesiklerin 6nemi mevcut ¢alismalarla desteklenirken yeni
bir sekonder metabolit dogal kaynagi olarak Trichoderma virilente mantar
degerlendirilmelidir. Calismamiz, bu mantarin farmakognozik agidan Onemini ve

tizerine daha fazla ¢alismanin gerekliligini kanitlamaktadir.

184



Deniz kaynakli mantarlar, hem ilk kez bulunabilecek sekonder metabolit i¢in
hem de mevcut ¢alismalarca izole edilmis olan bilesikler i¢cin yeni dogal kaynak
ozelligi tasimaktadir. Simbiyotik yasam oOzellikleri sebebi ile iizerinde bulunduklari
canli ile arasinda sekonder metabolit aligverisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu yonde
hem canli hem mantar {izerine ortak ¢alismalarin yiiriitiilmesi, bu karigikliga bilimsel
bir aciklama getirecektir. Cevresel sartlarin degismesi ile ayni canlidan ayni mantar
elde edilmesine ragmen ayni sekonder metabolit iiretilemeyebilir. Ayn1 zamanda farkl
canlilardan izole edilen ayn1 mantar tiiriinden ayni bilesikler de izole edilebilir. Mevcut
caligmalar da belirli bir standartin olugmasi i¢in heniiz yetersizdir. Deniz kaynakli
mantarlar iizerine ¢aligmalarin artmasi bu standartlarin belirlenmesinde 6nem teskil

etmektedir.

Son yillarda deniz kaynaklarindan elde edilen etken madde bilesiklerinin
artmasi, FDA onay1 alarak insan sagligi iizerine ila¢ olarak kullanilmasi deniz
kaynaklar1 lizerine yapilan ¢alismalarin 6nemini kanitlamaktadir. Bu yonde iilkemiz

denizlerinde calismalarin artmasi gerekmektedir.

Elde ettigimiz tiim sonuglar 1518inda, Tiirkiye denizlerinde bulunan canlilar,
bilimsel c¢aligmalarda daha fazla degerlendirilmeyi hak etmektedir. Deniz
kaynaklarimizi, buradaki tiir ¢esitliligini en 1yi sekilde korumali, bu kaynaklar {izerine

bilimsel ¢aligmalarin mevcut bilim diinyasina kazandirilmasi aciliyet teskil etmektedir.

Yaptigimiz bu calisma, deniz canlilarindan elde edilen mantarlar {izerine
yapilmig ticlincii doktora calismasidir. Buradan elde ettigimiz sonuglar, iilkemiz

denizlerinin bilimsel alanda yer almasina katki saglayacaktir.
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OZET

Aspergillus niger ve Trichoderma virilente Mantarlari Uzerine Farmakognozik
Arastirmalar

Diinya yiizeyinin %70'inden fazlasinm kaplayan deniz ekosistemi, muazzam bir yasam
cesitliligine ev sahipligi yapmaktadir. Son 20 yilda, arastirmacilarin ilgileri deniz
mikroorganizmalarinin benzersiz ve ekstrem bir habitatta biiylimesine ve dolayisiyla
olagandis1 sekonder metabolitler iiretmesine yonelmistir. Ozellikle deniz mantarlarmin, yeni
ve Ozgiin biyoaktif dogal iirlinler ve potansiyel farmasotik onemi agisindan zengin ve umut
verici bir kaynak oldugu kanitlanmustir.

Bu tez calismasi, Tirkiye denizlerinden Microcosmus vulgaris (tunikat) tiirevi
Aspergillus niger mantar1 ve ayrica Axinella verrucosa (siinger) tirevi Trichoderma virilente
mantar1 iizerinde yapilmistir. Her iki mantarin etilasetat ekstreleri {izerinde DPPH, SO, NO,
ABTS yontemleri ile antioksidan aktivite, MTT yoOntemi ile sitotoksik aktivite ve modifiye
mikrodiliisyon yontemi ile antimikrobiyal aktivite testleri gergeklestirilmistir. Aspergillus
niger mantarlarinin ekstresi 4,428 pg/mL IC50 degeri ile Onemli sitotoksik aktivite
gosterirken, Bacillus subtitilis ATCC 6633 iizerinde selektif antimikrobiyal aktivite
gostermistir.

Bilinen sekiz bilesik (Rubrofusarin B, Flavasperone, Aurasperone A, Aurasperone B,
Fonsecinone D, Nonanedioik asit dimetil ester, o,a-Trehalose ve B,B-Trehalose) tunikat
endofitik mantar1 Aspergillus niger kiiltiriinden ve siinger endofitik mantar1 Trichoderma
virilente kiiltiirinden pB-Sitosterol ve Ergosterol semi-preparatif YPSK ve preparatif ITK
yontemleri ile izole edilmistir. Bilesiklerin yapilari, kiitle spektrometrisinin yan1 sira bir ve iki
boyutlu niikleer manyetik rezonans (NMR) ve GK-KS uygulanarak aydmlatilmistir.
Aspergillus niger mantarmin etil asetat ekstresi NCI degerlerine gore giiglii sitotoksik aktivite
gdstermistir. Izole edilen Rubrofusarin B, Flavasperone, Aurasperone B ve Fonsecinone D
bilesiklerinin antienflamatuar ve antialerjik aktiviteleri ilk kez incelenmistir. Aurasperone B
ve Fonsecinone D bilesikleri siiperoksit anyon jenerasyonunun inhibisyonu agisindan énemli
antienflamatuar aktivite gostermislerdir.

Sonug olarak, bu caligma literatlir taramasina gore Trichoderma virilente lizerine
yapilan ilk ¢alismadir. Bu doktora tezi, lilkemizde deniz kaynakli mantarlar iizerine yapilan
ticlincii calismadir. Elde edilen tiim sonuglar, tilkemizin yaklagik 8400 km'lik bir kiy1 seridine
sahip olmasi nedeniyle ilag, kozmetik ve diger endiistrilerde deniz mantarlariin
degerlendirilmesi igin biiylik bir kaynak olusturmaktadir. Bu tezden elde edilen sonuglar
ileride yapilacak ¢alismalara kaynak olacaktir.

Anahtar Sozciikler: Antienflamatuar aktivite, Aspergillus niger, Deniz mantarlari,
Sekonder metabolit izolasyonu, Trichoderma virilente
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SUMMARY

Pharmacognosic Studies on Aspergillus niger and Trichoderma virilente Fungi

Covering more than 70% of the Planet's surface, the marine ecosystem is home to an
enormous diversity of life. Over the past 20 years, as researchers' interests have turned to
marine microorganisms grow in a unique and extreme habitat and therefore, to produce
unusual secondary metabolites. Especially marine fungi have proven to be a rich and
promising source of new and novel bioactive natural products and potential pharmaceutical
significance.

This thesis study was carried out on Aspergillus niger fungus derived from
Microcosmus vulgaris (tunicate) and Trichoderma virilente fungus derived from Axinella
verrucosa (sponge) which are from Turkey seas. Antioxidant activity by DPPH, SO, NO,
ABTS methods, cytotoxic activity by MTT method and antimicrobial activity by modified
microdilution method were performed on the ethylacetate extracts of both fungi. While the
extract of Aspergillus niger fungi showed significant cytotoxic activity with 4.428 ug / mL
ICs value, it showed selective antimicrobial activity on Bacillus subtilis ATCC 6633.

Eight known compounds (are Rubrofusarin B, Flavasperone, Aurasperone A,
Aurasperone B, Fonsecinone D, Nonanedioic acid dimethyl ester, o,a-Trehalose and B,(-
Trehalose) were isolated from the culture of the tunicate endophytic fungus Aspergillus niger
and B-Sitosterol and Ergosterol from the culture of sponge endophytic fungus Trichoderma
virilente were isolated by semi-preparative HPLC and preparative TLC methods. The
structures of the compounds were elucidated by performing mass spectrometry as well as one
and two-dimensional nuclear magnetic resonance (NMR) and GC-MS. Aspergillus niger ethyl
acetate extract showed strong cytotoxic activity according to NCI values. Anti-inflammatory
and antiallergic activities of isolated Rubrofusarin B, Flavasperone, Aurasperone B and
Fonsecinone D compounds were investigated for the first time. Aurasperone B and
Fonsecinone D compounds showed significant anti-inflammatory activity in terms of
inhibition of superoxide anion generation.

In conclusion, it is the first study on Trichoderma virilente according to the literature
review. This doctoral dissertation is the third study on marine derived fungi in our country.
All the results obtained are a great resource for the evaluation of marine fungi in the
pharmaceutical, cosmetics and other industries, because our country has a coastline of
approximately 8400 km. The results obtained from this thesis will be a source for future
studies.

Keywords: Anti-inflammatory activity, Aspergillus niger, Marin fungi, Secondary
metabolite isolation, Trichoderma virilente
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