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ONSOZ

“Aspergillus terreus ve Aspergillus costaricaensis Mantarlar1 Uzerine
Farmakognozik Arastirmalar” baslikli bu doktora tezi calismasi, iki Aspergillus tiirii
tizerinde, iilkemiz denizlerinde yasayan canlilardan elde edilen mantarlardan yapilan
ilk caligsmadir. Bu tez ¢alismasi, ¢aligma kapsaminda elde edilen mantarlarin ve izole
edilen bilesiklerin gosterdikleri biyoaktiviteye dair verileri kapsamaktadir.

Kiymetli hocam Prof. Dr. Belma KONUKLUGIL, akademik ¢alismaya ve
hayata dair yonlendirmeleriyle, destekleriyle, biitiin kalbiyle egitimimin miikemmel
olmasi i¢in sarfettigi tiim enerjisiyle doktora egitimimi tamamlama siirecinde en biiyiik
tesekkiiriin sahibi olan harikulade insandir. Doktora siireci bazen acili bazen yorucu
bazen neseli bazen heyecanli gecti, kiymetli hocam her animda yanimdaydi. Degeri
paha bigilemez bu destegi i¢in kendisine en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Bugtine kadar beni hi¢ yalniz birakmamais, yasadigim tiim zorluklarda en biiyiik
destek¢im olmus olan ailem, hayatimin her aninda oldugu gibi doktora egitimimde de
yanimda olmustur. Ailemin biitlin fertlerine en kalbi siikranlarimi sunarim.

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

Lisans ve lisansiisti egitimim siliresince birlikte oldugum kiymetli
arkadaglarim yoruldugum, zorlandigim anlarda elimden tutmus ve beni tekrar
giiclendirmislerdir. Sevgili Nuri OZMEN basta olmak {izere tiim kiymetli
arkadaslarima ve laboratuvarda ¢alisma arkadaslarim Dr. Eczaci Zehra TORUN ve Dr.
Eczac1 Amine Dilara PILEVNELI’ye tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora siirecinde beni laboratuvarina kabul eden ve akademik bir ¢calismanin
nasil ideallestirilebilecegi hususunda ufkumu agan ¢ok degerli hocam Prof. Wenhan
LIN’e, laboratuvarinda beni bir kardesleri gibi karsilayan &grencilerine ve orada
bulundugum siire zarfinda her zorlukta yardimimma kosan laboratuvar arkadasim
Pianpian’a ve bana aile sicakligini hissettiren Cinli aileme de tesekkiirii borg bilirim.
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Calismalarimin sonuclandirilmasinda emegi yadsinamaz olan, yurtdisindan
buraya gelen ve rehberlik eden, bir agabey sicakligryla bana destek olan Sherif Saed
EBADA ya siikranlarimi sunarim.

Doktora egitimimin tez asamasinda akademik gelisimime gerekli zamani
ayirabilmem i¢in bana ellerinden gelen destegi sunan hocalarim Dog¢. Dr. Mucip
GENISEL ve Doc. Dr. Tuba AYDIN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora egitimim boyunca 2211/A Genel Yurt I¢i Doktora Burs Programi ile
egitimime Onemli bir maddi destek sunmus olan Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik
Arastirma Kurumu (TUBITAK)’a saglamis oldugu imkan i¢in tesekkiirlerimi sunarim.

Bana yasami ve yasamin igerisinde tiim bu giizellikleri hediye etmis olan
Yaraticima siikretmeyi vazife bilirim.
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1. GIRIS

Bitki, hayvan ve mineral gibi canli kaynaklardan elde edilen dogal iiriinler
hastaliklarm tedavisinin temelini olusturmaktadir. Insanhigin ilk kayitlarmdan
glinlimiize kadar ulagan bilgiler modern tibbin temellerini atmis olup gelecekte de

tibba ve ilaglara yon verecektir.

Ilaglarm tarihi, insan uygarligmin baslangicina kadar uzanmaktadir. Tarihsel
olarak bakildiginda yeni ilaglarin bircogu dogal iiriinlerden ve dogal iiriinlerin
tiirevlerinden elde edilmektedir. 20. ylizyildan 6nce insanlarin sahip oldugu ilaglar
mineral, mikroorganizma, hayvan ve bitkilerin ham ekstreleri veya kismen
saflastirilmis maddeler iken 20. ylizyil ilaglarin kullanilisina doniik yaklasimlarda
oldukca etkileyici degisiklikleri beraberinde getirmistir. Kullandiklar1 ekstrelerin
insan bedenindeki etkisinin, ekstre i¢indeki birbirinden farkli molekiillerin viicuttaki
reseptorlerle iletisime ge¢cmesi sonucunda meydana geldigini Ogrenmeleriyle
farmakolojide yeni bir donem baglamis ve ekstrelerden ziyade saf, izole edilmis
bilesiklerin hastaliklarin tedavisinde standart olarak yerini almasi s6z konusu
olmustur. Boylelikle ekstrelerin i¢indeki aktif bilesikleri izole edilmeye baslanilmis
olup Opium drogundaki etken madde morfin ve Digitalis lanata’ da bulunan kalp

stimulan1 olan digoksin bu sekilde kesfedilmistir.

Sentetik kimya alanindaki gelismeler aydinlatilmis yapilarin sentez yoluyla
elde edilmesine énciiliik etmistir. Ote yandan, ilag sektdriindeki Ar-Ge ¢abalari, yeni
ilaglarin gelistirilmesi, bilinen ilaglar i¢in yenilik¢i / 6zgiin siirecler ve geleneksel tip
sistemlerinden gelen ipuglarimin arastirilmasit yoluyla dogal bazli ilaglarin
gelistirilmesine odaklanmistir. Gelismekte olan teknolojiyle birlikte ilag enddistrisi
yeni ilaglarin kesfi i¢in molekiiler modelleme ve farkli yontemlerle bilgisayarlardan

yardim almistir ancak alternatif ila¢ kesif yontemlerinin, kanser ve metabolik



hastaliklar i¢in ¢ok sayida Oncii bilesik saglamada yetersiz kalmasi nedeniyle dogal

liriin arastirmalarina yeniden ilgi duyulmustur (Nisbet ve Moore, 1997).

Dogal iirlinlere yonelik ¢alismalar, ilag endiistrisi tarafindan yeni ilaglarin
gelistirilmesi i¢in sablon olarak kullanilabilecek cesitli Oncii yapilarin eldesinde
onemli bir islev gormektedir. Dogal iirlinler, ge¢miste ilag etken maddelerinin 6nemli
kaynaklar1 oldugu gibi gliniimiizde ve gelecekte de yeni ilag etken maddelerinin
Oonemli kaynaklari olacaklardir. Dogal iirlinlerden ila¢ etken maddesi elde edilmesi ¢ok
asamali bir siire¢ olup ciddi zaman harcanmasini gerektiren bir ¢aligmadir. Klasik
metotlarin yaninda dogal iirlinlerden ilag¢ kesfini hizlandirma ve gelistirmeye yonelik

yeni yaklasimlar da denenmekte ve literatiirde yerini almaktadir (Lahlou, 2007).

Diinyanin %70’1 okyanuslarla kapli olup, deniz ortam1 kimyasal ve biyolojik
acidan oldukca genis bir cesitlilige sahiptir (Jin ve ark., 2016). Deniz ortaminin
incelenmesi ve canlilarin tanimlanmasi 18. yilizyilin ikinci yarisindan baslayip
giiniimiizde artan bir hizla devam etmektedir. Son yillara bakildiginda 2014 yilinda
2363, 2015 yilinda 2380, 2016 yilinda 2118, 2017 yilinda 2504, 2018 yilinda 2389
yeni tlriin kaydedildigi, yani her yil yaklagik 2000 yeni tiiriin bilim diinyasina
kazandirildig1 goriilmektedir. World Register of Marine Species (WoRMS) verilerine
gore deniz biyotasinda 527 448 takson ismi, sinonimleri de iceren 441 8609 tiir ismi ve
kabul edilmis 233 270 6zgiin tiir bulunmaktadir. En ¢ok tiir kaydi hayvanlar aleminde
bulunmaktadir, deniz mantarlar1 aleminde ise bugiine kadar kayda gecirilmis ve
dogrulanmig 1228 tiir bulunmaktadir ve bu tiirlerin yaklasik 900’ Ascomycota
subesindedir (Board, 2019).

1.1. Dogal Uriinler

Dogal iiriiniin en genis kapsamda tanimin1 yapacak olursak yasam tarafindan

tiretilen her sey diyebiliriz; odun, ipek gibi biyotik materyaller; biyoplastik, misir



nigastast gibi biyobazli materyaller; siit, recine gibi sivilar ve karada ya da denizlerde
bulunmakta olan tim dogal materyaller dogal {irlinlerdir. Tanim c¢ergevesini
daralttifimizda ise yasayan bir canli organizma tarafindan sentezlenen tiim organik

bilesiklere dogal iiriin deriz (Krueger, 2005).

Dogal triinler ytliksek yapisal ¢esitlilige sahiptirler ve yiizbinlerce yillik
yasamsal gelisim siireclerinin  sekillendirdigi bir sonu¢ olarak benzersiz
farmakolojik/biyolojik aktiviteler gosterirler. Dogal iiriinlerdeki yapisal cesitlilik
laboratuvar ortaminda sentetik organik kimyanin sunabilecegi yapay cesitliligin ¢cok
Otesinde oldugundan dolayr hem geleneksel hem modern tipta dogal {iriinler tedavi
amagcl kullamlmaktadir. Amerikan Ila¢ ve Gida Dairesi (FDA) tarafindan onay almis
olan ¢ok sayida ila¢ dogal kaynaklardan elde edilmistir (Vederas, 2009). Giiniimiizde
dogal triinler genellikle ila¢ kesfinde baslangic noktasi olarak ele alinip yapilan
sentetik modifikasyonlarla yan etkiler azaltilmaya biyoyararlilik artirilmaya
calisilmaktadir. Bununla beraber molekiiler modelleme yontemleriyle dogadan elde
edilen biyoaktif bilesikler incelenerek yeni etken maddelerin sentezlenmesi yoluna

gidilmektedir (Gu ve Li, 2011).

T1bbi kullanimlarinin yani sira dogal iirtinler gida katkisi olarak da yaygin bir
sekilde kullanima sahiptir. Gida tazeligini korumak ve dayanabilirligini artirmak
amacl antioksidan olarak, antibakteriyel ajan olarak, tatlandirici ve baharat olarak
kullanilmaktadirlar. Hayatimizin baska bir¢ok alaninda da dogal iirtinlerin kullanimi

mevcuttur.

1.1.1. Dogal Uriinlerin Fonksiyonlari

Dogal iirtinler temelde iki grupta incelenir: Primer metabolitler ve sekonder

metabolitler. Primer metabolitler intrinsik fonksiyonlari olan ve canlinin temel



yasamsal fonksiyonlarini siirdiirmek icin {iretilen organik molekiillerdir. Bunlar
olmadan canlinin yasamini siirdiirmesi miimkiin degildir. Primer metabolitlere,
niikleik asitler, aminoasitler, sekerler ve yag asitleri gibi temel yapitaglari ile bunlarin
meydana getirdigi DNA, RNA, proteinler, karbonhidratlar ve lipidler gibi major

makromolekiilleri 6rnek verebiliriz (Karlovsky, 2008).

Sekonder metabolitler ise tipik olarak ekstrinsik fonksiyonlari olan {ireticinin
haricindeki organizmalar1 etkileyen organik molekiillerdir. Sekonder metabolitler
yasamin devam ettirilebilmesi i¢in zaruri degildir, canlinin bulundugu c¢evredeki
rekabetciligini artirmaktadir. Organik kimya alanindaki dogal iiriinler primer ve
sekonder metabolitlerdir. Daha dar bir ¢ergevede ise tibbi kimya ve farmakognozi

alaninda dogal iirlinler sekonder metabolitlerden ibarettir (Lazar, 2005).

Sekonder metabolitler, primer metabolitlerin aksine vazgegilebilirdir ve yasam
icin mutlak ihtiya¢ duyulan maddeler degildir. Sekonder metabolitler her tiirde 6ne
cikan belirli metaboliteler olarak ortaya c¢ikmaktadir. Ormek olarak Skopolamin,
Atropa belladonna bitkisinin trettigi toksik haliisinojenik bir bilesiktir. Bu bilesigi
dogada smirli sayida bitki iiretebilmektedir. Bu tiir engellere ragmen giiniimiize dek
yiiz binlerce farkli sekonder metabolit yiiz binlerce canlidan izole edilmistir.

Sekonder metabolitler cok sayida fonksiyona sahiptirler. Ornegin feromonlar,
tiirlin diger canlilartyla iletisimi saglayan sosyal sinyal molekiilleridir. Simbiyotik
canlilar1 kendine ¢eken ve simbiyoz yasami aktiflestiren diger iletisim molekiilleri,
siderofor olarak bilinen besin kaynaklarinin tasinmasii ve ¢odziinmesini saglayan
ajanlar, repellentler (kovucular), zehirler, toksinler gibi diisman canlilara karsi
kullanilan yarigmaci silahlar, hepsi birer sekonder metabolit 6rnegidir. Bir¢ok
sekonder metabolitin fonksiyonu ise heniiz tam olarak acikliga kavusturulamamistir

(Demain ve Fang, 2000).

2 000 000'dan fazla sekonder metabolit bilinmektedir ve genel olarak yapi,

islev ve biyosentezdeki genis ¢esitliliklerine gdre smiflandirilir. Yapilarina gore



simiflandirildiginda  sekonder metabolitler genellikle alkaloitler, terpenoidler,
poliketidler, steroidler, yag asiti tiirevi maddeler gibi etken madde gruplarinda
bulunmaktadir (McMurry, 2014). Alkaloidler organik yapilarinda azot (N) igeren ve
bircok altsinifa ayrilabilen sekonder metabolitlerdir. Tiitiin {irtinlerindeki nikotin

alkaloitlere 6rnek olarak gosterilebilir.

Fenilpropanoidler, fenilalanin ve tirozin aminoasitlerinden sentezlenen
organik bilesiklerdir. Tar¢inda bulunan ugucu koku bilesigi sinnamik asit bir
fenilpropanoid 6rnegidir. Poliketidler, asetat ve malonatlarin biiyiik yapili bilesikler
olusturmak i¢in biraraya gelmesiyle olusan bilesiklerdir. Aflatoksin B1, Aspergillus
tiiri mantarlar tarafindan iretilen poliketid yapida bir bilesiktir ve bilinen en
karsinojenik maddelerden birisidir (Li ve Liu, 2019). Terpenoidler, izopren adli 5
karbonlu monomerlerin biraraya gelmesiyle olusan biiyiik 6l¢ekli bir dogal iiriin
siifidir. Dogal kauguk terpen bazli yapilara gilizel bir 6rnektir (Thirumurugan ve ark.,

2018).

1.1.2. Dogal Uriinler Nerede Bulunur?

Dogal iirtinler dogadaki canlilar tarafindan {iretilen, bir etken madde grubu ya
da bir aktif bilesik iizerinden tanimlanan ve standardize edilen, biyolojik aktiviteye
sahip tUriinlerdir. Farmakognozi disiplininden arastirmacilar, biyolojik aktiviteye sahip
dogal {irlinlerin tibbi kullanimini belirlemek adma dogal kaynaklarm teshisi, bu
kaynaklarin 6zelliklerinin ve igeriginin tayin edilmesi ile dogal iirlin eldesi

konularinda arastirma yapmaktadirlar (Katsuno ve ark., 2015).

Dogal iirlinler, hayvan, bitki ve mikroorganizmalarin sekresyonlarindan, doku

ve hiicrelerinden ekstre edilebilir. Dogadaki kimyasal gesitlilik biyolojik cesitliligin



bir yansimasi olarak ortaya g¢ikmaktadir, bu ylizden arastirmacilar diinyanin her
yerinden ornekler toplayip biyotarama ve ila¢ etken maddesi kesifleri i¢in analiz ve
degerlendirme yapmaktadirlar. Dogal iirlin arayisindaki bu ¢aba Tiirk¢e biyoarama,

Ingilizce bioprospecting olarak adlandirilir (Cushnie ve ark., 2020).

Canlilar alemine bakildiginda, bilim insanlarmin tiim canlilardan dogal {iriin
elde etme konusunda faydalandigi acikca goriilmektedir. Mantar, bakteri gibi
mikroorganizmalardan, zehirli yilanlar gibi hayvanlardan biyoaktif sekonder metabolit
izole edilmesi, en kiiciik ve ilkel canlilardan en yirtict ve tehlikeli hayvanlara kadar
bircok canli tiiriinden biyoaktif sekonder metabolitler izole edildigini gostermektedir

(Beekman ve Barrow, 2014; Herzig ve ark., 2020b).

1.1.2.1. Prokaryotik Canhlar

Prokaryot, membrana bagl ¢ekirdegi mitokondrisi ya da baska herhangi bir
organelli bulunmayan tek hiicreli canlilardir. Arkeler ve bakteriler olarak iki ana sinifa
ayrilirlar. Cekirdek ve organel tasiyan tiirler olan hayvanlar, bitkiler, mantarlar ve

protistalar ise 6karyot organizmalar olarak incelenirler.

Bakteriler diinyada ortaya ¢ikan ilk yasam formlaridir ve hemen hemen tiim
habitatlarda varlik gosterirler. Karada, denizde, radyoaktif atiklarda, diinyanin
derinliklerinde, her yerde bulunurlar. Bitki ve hayvanlarla da simbiyotik ve parazitik
yasam iligkileri kurarlar. Bakteriler iizerine ¢alismalar mikrobiyolojinin alt bransi olan
bakteriyoloji disiplinince ylriitiilmektedir. Bakteriler dogal iirlinlerin belirgin bir
kaynagidir. Penisilinin sans eseri bulunmasi ve sonrasinda gelen klinik basari,
enfeksiyon karsit1 dogal iirlinler liretebilecek diger ¢evresel mikroorganizmalari genis

capl arastirmalarin odagina yerlestirmistir. Kara ve denizlerden toplanan 6rnekler



Streptomyces griseus bakterisinden Streptomisin’in (Sekil 1.1) kesfine yol agmis ve
bilim insanlar1 sadece mantarlarin degil bakterilerin de antibakteriyel dogal {iriinlerin
onemli bir kaynagi olabilecegini gormiislerdir (Zaffiri ve ark., 2012). Bu ise
Amycolatopsis  rifamycinica’dan  Rifamisin’in,  Peanibacillus  polymyxa’dan
Polimiksin’in ve tiimii Streptomyces tiirlerinden izole edilen Neomisin B (Sekil 1.2),
Kloramfenikol (Sekil 1.3), Tetrasiklin (Sekil 1.4), Daptomisin, Eritromisin (Sekil 1.5),
Amfoterisin B gibi antibakteriyel ve antifungal molekiillerin kesfine imkan saglamistir

(Cochrane ve Vederas, 2016; Procdpio ve ark., 2012; Saxena ve ark., 2014).
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Sekil 1.1. Streptomisin bilesiginin agik kimyasal yapisi
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Sekil 1.2. Neomisin B bilesiginin a¢ik kimyasal yapisi
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Sekil 1.4. Tetrasiklin bilesiginin acik kimyasal yapisi



Sekil 1.5. Eritromisin bilesiginin a¢ik kimyasal yapisi

Bakterilerden elde edilen bir¢ok etken madde antienfektif etki gostermektedir.
Bunun disinda Clostridium botulinum’dan elde edilen Botulinum toksini ve
Streptomyces veriticillus’dan elde edilen Bleomisin farkli amaglarla kullanimda
kendilerine yer bulmuslardir. Gida toksini olan botulinum toksini giliniimiizde
kozmetikte kirisikliklart azaltmak amaciyla kullanilmaktadir (Hallett ve ark., 2013).
Glikopeptit olan Bleomisin ise testis kanseri, boyun kanseri, Hodgkin’s lenfoma gibi
cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilmaktadir (Bandak ve ark., 2018). Bakteri
simbiyantlar1 ve endofitlerinden, sekonder metabolit kesifleri de devam etmektedir

(Alvin ve ark., 2014).

Giliniimiizde Arkeler olarak siniflandirilan organizmalarin kesfi 1977 yilinda
Woese ve Fox tarafindan gerceklestirilmistir. Onceleri bu canlilarin bakterilerin
olagan dis1 kosullara adapte olan tiirleri oldugu diisiiniiliirken sonraki arastirmalar bu
canlilarin antik canlilar oldugunu ve ¢cok 6ncelerden beri olagan dis1 ¢cevre kosullarinda
yasadiklarin1 gostermistir (Woese ve Fox, 1977). Bu arke tiirleri ekstremofiller olarak

da isimlendirilmektedir. Woese’ nin c¢alismasi olduk¢a dnemlidir. Ciinkii olagan dist



simbiyantlar1 ve endofitlerinden, sekonder metabolit kesifleri de devam etmektedir

(Alvin ve ark., 2014).

Giliniimiizde Arkeler olarak siniflandirilan organizmalarin kesfi 1977 yilinda
Woese ve Fox tarafindan gerceklestirilmistir. Onceleri bu canlilarin bakterilerin
olagan dis1 kosullara adapte olan tiirleri oldugu diistiniiliirken sonraki arastirmalar bu
canlilarin antik canlilar oldugunu ve ¢ok dncelerden beri olagan dis1 ¢evre kosullarinda
yasadiklarin1 gostermistir (Woese ve Fox, 1977). Bu arke tiirleri ekstremofiller olarak
da isimlendirilmektedir. Woese’ nin ¢alismasi olduk¢a dnemlidir. Clinkii olagan disi
kosullarda yasamini siirdiiren bu canlilarin varligi bilim insanlarinin, insanligin olagan
dis1 kosullarda yasamaya adaptasyonuna doniik ¢alismalarina kaynaklik etmektedir.
Arkeler olagan dis1 kosullarda da islevini yerine getiren ve yapisin1 koruyabilen
enzimlere sahiptirler. Bu enzimlerin gida, kimya, ila¢ endiistrisi gibi alanlarda
potansiyel kullanimlar1 s6z konusudur. Ornegin Pyrococcus furiosus ekstremofil bir
arke tiirlidiir, hipertermofil canli olarak smiflandirilir. Ciinkii bir¢ok organizmanin
canliligini yitirdigi 100°C gibi bir sicaklikta yasamini siirdiirebilmektedir (Thornburg
ve ark., 2010). Doktor Tang’in arastirma grubu bu canli tiirlinden laktozu yikabilen,
termostabil olan bir enzim izole etmistir. Siitte bulunan laktozu tolere edemeyen,
laktoz intoleransi bulunan hastalar i¢in bu olduk¢a 6nemli bir gelismedir. Laktozsuz
stitlerin tiretilmesi bu problemi yenmek icin biiylik bir adimdir. Ayrica termostabil
laktaz enzimlerinin kullanilmasi laktoz kaynakli muhtemel kontaminasyonlarinda

Oniine gegmek i¢in oldukga islevseldir (Li ve ark., 2013).

1.1.2.2. Okaryotik Canhlar

Okaryotik oraganizmalar 4 ana smifta incelenir: Protista, mantar, bitki ve
hayvan. Mantarlar, heterotrof, tek ya da ¢ok hiicreli olabilen primer ¢iiriik¢iil 6karyot
canlilardir. Heterotroflar kendi besinlerini iiretemeyen canlilardir. Bitkiler ¢ok hiicreli

ototrof canlilardir yani kendi besinlerini iiretebilirler. Bitkiler gercek kok, govde ve
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yapraklara sahiptirler. Hayvanlar ¢ok hiicreli, heterotrof, yasam dongiilerinin en az bir
kisminda hareket kabiliyetine sahip olmakla karakterize canlilardir. Protista terimi
geride kalan bu 3 canli alemine uymayan tiim 6karyotik canlilar i¢in kullanilmaktadir.
Bu canlilarda kendi iglerinde hayvan benzeri, mantar benzeri, bitki benzeri olarak

gruplandirilmaktadir.

Mantarlar yukarida bahsedildigi lizere heterotrof karyot organizmalar olup
maya ve kiif gibi tek hiicreli tiirleri oldugu gibi kiiltiir mantar1 ve benzeri ¢ok hiicreli
tiirleri de bulunmaktadir. Mantarlar sayisiz sekonder metabolit tiretmektedir. Bunlarin
bazilar1 son derece toksik olup iiretildikleri canlinin Oliim Melegi, Seytan Mantar1 gibi
gibi c¢esitli isimlerle anilmalarina neden olmuslardir. Diger bazi1 sekonder
metabolitlerin ise tipta harika kullanimlar1 vardir. Ornegin;  Penicillium
chrysogenum’dan elde edilen penisilinler (Sekil 1.6) ve Cephalosporium
acremonium’dan elde edilen sefalosporinler (Sekil 1.7) gibi antibakteriyel etken
maddeler (Zaffiri ve ark., 2012), Penicillium griseofulvum’dan elde edilen
Griseofulvin (Sekil 1.8) gibi antifungal etken maddeler (Beekman ve Barrow, 2014),
Aspergillus terreus’tan elde edilen kolesterol diizeylerinin diisiiriilmesinde etkin rol
alan statinlerin iiretilmesinde Oncii rol oynayan Lovastatin (Sekil 1.9) gibi etken
maddeler, Claviceps tiirlerinden elde edilen vazokonstriiktor etkili, dogum sonrasi
kanamay1 Onleyici olarak kullanilan Ergometrin gibi etken maddeler (Sekil 1.10),

tedavi amacli olarak giiniimiizde yaygin sekilde kullanilmaktadir (Dewick, 2002).

il T

HN\ :_—

7

Sekil 1.6. Penisilin G bilesiginin agik kimyasal yapisi ve elde edildigi Penicillium notatum’un
petri goriintiisii (Contributors).

11



QL] =

R HN

)
\

HO O

Sekil 1.7. Sefalosporin bilesiginin agik kimyasal yapisi ve elde edildigi Cephalosporium
acremonium’un petri goriintiisii (CDC)

Sekil 1.8. Griseofulvin bilesiginin acik kimyasal yapist ve elde edildigi Penicillium
griseofulvum'un 151k mikroskobundaki goriintiisii ("Penicillium griseofulvum,")

HO,

Sekil 1.9. Lovastatin bilesiginin agik kimyasal yapisi ve elde edildigi Aspergillus terreus'un
Nomarski mikroskobundaki goriintiisii
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Sekil 1.10. Ergometrin bilesiginin agik kimyasal yapisi ve elde edildigi Claviceps tiirliniin
fotografi

Siklosporin 6nemli tibbi uygulamaya sahip bir diger fungal metabolittir (Sekil
1.11). Siklosporin siklik peptit yapiya sahip olup en dnemli biyoaktivitesi immun
sistemi baskilamak olan alkaloid grubuna dahil olan bir bilesiktir. Bu sayede organ
nakli olan hastalarda, organ reddini Onlemek amaciyla genis capli olarak
kullanilmaktadir. Tolypocladium inflatum mantarindan 1971’de izole edilen
Siklosporin 12 yillik laboratuvar incelemesinin ardindan 1983 yilinda FDA’dan
kullanim onay1 almistir. Saglik sistemindeki en etkili ve giivenli, ihtiya¢ duyulan
maddelerden birisi olarak Diinya Saghk Orgiitii'niin (WHO) esansiyel ilaglar

listesinde yer almistir.

Ly i

Sekil 1.11. Siklosporin bilesiginin agik kimyasal yapist

oIz
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Bitkiler, ototrof, ¢ok hiicreli, 6karyot canlilardir. Fotosentez siireci ile karbon
dioksit ve suyu basit sekerlere doniistiirmek icin giinesten gelen 1s1k enerjisini
kullanarak kendi besinlerini iiretirler. Oksijen bu reaksiyonun yan fiiriinii olup bu
sayede bitkiler gezegendeki temel oksijen kaynagi konumuna gelmislerdir (Dang ve
Van Damme, 2015). 400 000 ‘e yaklasan tiir sayisiyla, oksijen iireticisi ve gida kaynagi
olarak kullanilmalarinin yan sira bitkiler, komplex ve yapisal olarak oldukea cesitli
sekonder metabolitlerin de en 6nemli kaynaklarindan biridir (Christenhusz ve Byng,
2016). Bitkilerden elde edilen sekonder metabolitlerden farmakolojik olarak aktif olan
bir¢cok dogal iiriin teshis edilmis ve glinlimiizde tedavilerde yerini almistir. Birkag
ornek vermek gerekirse, Taxus brevifolia’dan elde edilen Paklitaksel (Sekil 1.12) ve
Catharanthus roseus’tan elde edilen Vinblastin (Sekil 1.13) antikanser ajanlar olarak
(Prasat ve ark., 2014), Artemisia annua’dan elde edilen Artemisinin (Sekil 1.14)
antimalaryal ajan olarak (Kano, 2014), Papaver somniferum’dan elde edilen Morfin
(Sekil 1.15) narkotik analjezik olarak kullanilmaktadir ve Galanthus tiirlerinden elde
edilen Galantamin (Sekil 1.16) Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir
(Russo ve ark., 2013). Podophyllum peltatum rizomlarindan elde edilen Podofilotoksin
(Sekil 1.17) sekonder metabolitinin derivelerinden Etoposit ve Teniposit etken

maddeleri antikanser ilaclar olarak kullanilmaktadir (Ardalani ve ark., 2017).

Taxus brevifolia

Sekil 1.12. Paklitaksel bilesiginin agik kimyasal formiilii ve elde edildigi Taxus brevifolia
bitkisi (Hollinger, 2005)
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Catharanthus roseus

Sekil 1.13. Vinblastin bilesiginin agik kimyasal formiilii ve elde edildigi Catharanthus roseus
bitkisi (Joydeep, 2012)

Artemisia annua

Sekil 1.14. Artemisinin bilesiginin acik kimyasal formiilii ve elde edildigi Artemisia annua
bitkisi (Peters, 2007)
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Sekil 1.15. Morfin bilesiginin acik kimyasal formiilii ve elde edildigi bitki Papaver
somniferum (Dinkum, 2013)

Galanthus woronowii

Sekil 1.16. Galantamin bilesiginin agik kimyasal formiilii ve elde edildigi bitki Galanthus
woronowii (Bloem, 2010)

Sekil 1.17. Podofilotoksin bilesiginin acik kimyasal formiili ve elde edildigi bitki
Podophyllum peltatum (Anderson, 2002)
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Hayvanlar, heterotrof olup temelde omurgalilar ve omurgasizlar olarak ikiye
ayrilmaktadir. Omurgalilar hayvanlar aleminin yilizde 5’1 gibi olduk¢a az bir kismini

olusturur.

e Baliklar

e Amfibiler

e Kuslar

e Siiriingenler

e Memeliler

Diger biitiin hayvanlar omurgasizlar grubunda yer alirlar ve bel kemikleri
yoktur.

¢ Yumusakgalar

e Artropodlar

e Annelidler

e Nematodlar

e Solucanlar

e Knidaryanlar

e Stenoforlar

e Siingerler

Hayvanlar biyoaktif dogal iiriinlerin kaynaklarindan birisidir. Ozellikle zehirli
hayvanlar bu anlamda daha ¢ok ilgi ¢ekmistir. Bunun sebebi zehir bilesenlerinin
(peptitler, enzimler, niikleotidler, lipitler, biyojenik aminler vb.) viicuttaki
makromolekiiler hedeflerle spesifik etkilesimleri olmasidir (Dossey, 2010; Herzig ve
ark., 2020b). Ornek verilecek olursa 36 aminoasitli bir peptit olan Klorotoksin, Leirus
quinquestriatus akrebi tarafindan diismanlar1 hareketsizlestirmek icin kullanilan bir
zehirdir. Insanlarda ise Klorotoksin kayda deger olgiide gliom beyin kanseri
hiicrelerine baglanmaktadir. Klorotoksin sadece tiimorlii beyin hiicrelerine baglanip
saglikl1 beyin hiicrelerine zarar vermemektedir. Buradan hareketle gelistirilen sentetik

Klorotoksin tiirevi tekrarlayan glioma hastaligima kars1 gerceklestirilen faz 2
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calismalarinda basarili bulunmus ve faz 3 klinik deneyleri icin FDA’dan onay almistir

(Sabatier ve De Waard, 2013).

Engerek yilani olan Bothrops jararaca’dan elde edilen Teprotid toksini diisiik
oral biyoyararlanimindan otiirli ilag bilesigi olarak degerlendirilememistir ancak bu
bilesikten hareketle sentetik olarak elde edilen Silazapril ve Kaptopril antihipertansif

ilaglar olarak gilintimiizde kullanilmaktadir (Herzig ve ark., 2020a).

Bahsedilen karasal hayvanlara ek olarak Bryozoalar, deniz solucanlari,
tunikatlar, siingerler gibi denizlerdeki hayvanlardan da farmakolojik olarak aktif
birgcok dogal iiriin analjezik, antiviral, antikanser etki yoOniinden incelenmistir.
Ecteinascidia turbinata tunikatindan elde edilen Trabektedin (Sekil 1.18) kanser
tedavisinde klinik olarak kullanima sahiptir (Petek ve ark., 2015). Deniz solucan
Conus magus’tan ®-konotoksin (Sekil 1.19) ise morfinden 1000 kat daha etkili olup

ciddi kronik agrilarin rahatlatilmasinda (Bowersox ve Luther, 1998) kullanilmaktadir.

Sekil 1.18. Trabektedin bilesiginin agik kimyasal formiilii ve elde edildigi mangrov tunikati
Ecteinascidia turbinata (Nash, 2010)
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Sekil 1.19. w-konotoksin bilesiginin agik kimyasal formiilii ve elde edildigi deniz solucam
Conus magus (Parker, 2009)

1.2. Deniz Canhlarinin Onemi

Deniz ortami, farkli fizyolojiye ve cevrelerine uyum saglama kapasitesine
sahip ¢ok cesitli canli organizmalar i¢in dogal bir yasam alanidir. Bugiin bilinen 33'ten
fazla hayvan filumundan, deniz ortaminda toplam 32 filum bulunmaktadir ve
bunlardan 15'1 sadece deniz ortaminda bulunmaktadir (Margulis L, 1998). Bu genetik
cesitlilik, yeni ilag¢ gelistirme i¢in umut vaat eden kimyasal cesitliligi beraberinde
getirmektedir. Okyanuslar, diinyadaki cesitli bitki ve hayvan tiirlerinin % 80'inden
fazlasin1 icermektedir. Siingerler, tunikatlar, baliklar, yumusak mercanlar, deniz
salyangozlari, deniz tavsanlari, ekinodermler, bryozoalar, karidesler, kabuklar ve
deniz mikroorganizmalari, biyoaktif bilesiklerin kaynagidir (Donia ve Hamann, 2003).

1970'lerin sonlarinda deniz bitkilerinin ve hayvanlarin genetik ve biyokimyasal olarak
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benzersiz olduklar1 tespit edilmis bu tiir benzersiz dogal bilesiklerin yaklasik 15.000'i
tanimlanmis ve bunlarin % 30'u silingerlerden izole edilmistir (Murti ve Agrawal,
2010). 2014-2018 yillar1 arasinda gergeklestirilen deniz dogal iiriinlerinin elde edildigi
kaynaklar incelendiginde de siingerlerin ve mantarlarin en 6nemli kaynaklar oldugu

verilen grafikte gosterilmistir (Sekil 1.20).
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Sekil 1.20. 2014-2018 yillar1 arasinda izole edilen deniz dogal tiriinlerinin kaynak canlilarinin
yillara gore dagilimlan (Carroll ve ark., 2020)

1980°1i yillardan gilinlimiize yaklastik¢a denizden elde edilen yeni dogal
irlinlerin artig1 grafikte gosterilmistir (Sekil 1.21).
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Sekil 1.21. 1984-2012 yillann arasinda deniz kaynaklarindan elde edilen dogal iiriinlerin
sayilar1 ve biyokatif bilesiklerin toplam bilesik sayisina orani (Hu ve ark., 2015)

Yapilan arastirmalarda denizden elde edilen bir¢ok bilesikte birbirinden farkl
biyolojik aktiviteler gdzlenmistir. Ornek verilecek olursa; Izonitril iceren antimalaryal
molekiiller, bir Japon siingeri olan Acanthella sp.’den izole edilmistir. izole edilen
molekiiller, ayn1 zamanda antifungal, antelmintik ve antifouling bilesikler de i¢eren

kalihinane diterpenoid sinifina aittir (Miyaoka ve ark., 1998).

Zikonotid, agriy1 tedavi etmek icin 2004 y1linda ABD Gida ve ilag idaresi'nden
(FDA) onay alan ilk deniz kaynakli ilactir. Prialt miistahzar ismiyle piyasada
satilmakta olan Zikonotid, koni salyangoz tiirii Conus magus'un toksininden elde
edilir. Hayvan ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar, Zikonotid’in, omuriligin primer
nosiseptif sinirleri tizerindeki N tipi kalsiyum kanallarinin bloke edilmesindeki roliinii

ortaya koymustur (Skov ve ark., 2007).

Bryostatinler dogada bulunan makrosiklik lakton yapisindaki maddeler olup,
Bryostatin 1 ilk olarak Bugula neritina'dan elde edilmistir ve antikanser biyoaktiviteye

sahiptir (Manning ve ark., 2005).
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Deniz kdkenli Phaeodactylum tricornutum'un diyatomundan izole edilen ¢coklu
doymamis bir yag asidi olan eikosapentaenoik asit, ¢oklu-ila¢ direncine sahip bir
Staphylococcus aureus tiiriinii de iceren bir dizi Gram-pozitif ve Gram-negatif

bakteriye kars1 antibakteriyel aktivite gdstermektedir (Desbois ve ark., 2009).

Sefalosporinler, deniz kaynagindan elde edilen, 1yi bilinen antimikrobiyal
ajanlardir. Sefalosporin C ilk olarak bir deniz mantart olan Cephalosporium

acremonium’dan izole edilip saflastirilmistir (Murti ve Agrawal, 2010).

Bir siinger tiirii olan Spongia officinalis'in ekstresi in vivo bir caligmada
karagenan kaynakli penge Odem testinin sican modeline uygulanmasiyla

antienflamatuvar etki gostermistir (Dellai ve ark., 2010).

Gliney Hindistan yesil yosunu Ulva reticulata ekstresi, asetil ve butiril-
kolinesterazlar1 inhibe ederek néroprotektif etki gdstermistir ve giinlimiizde Alzheimer
hastalig1 tedavisinde kullanilmakta olan Donepezil ile kiyaslanacak diizeyde yiiksek

aktivite gostermistir (Suganthy ve ark., 2010).

Tunus silingeri olarak bilinen Sarcotragus sp.’nin  diklorometan iginde
hazirlanan ekstresi, Leishmania major promastigotlarinda morfolojik degisiklikler
meydana getirmesiyle iliskili olarak in vitro antileishmanial aktivite géstermistir (Ben

Kahla-Nakbi ve ark., 2010).

1.3. Deniz Kaynakh flaclar

Deniz ve okyanus ortamindaki 6zel fiziksel ve kimyasal kosullardan otiiri,

yapisal olarak benzersiz Ozelliklere sahip cok cesitli etken maddeler birgok deniz
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canlisindan izole edilmektedir. Bununla birlikte karasal bitkiler olduk¢a uzun bir
gecmise dayanan tibbi kullanima sahipken deniz canlilarinin  farmakolojik
uygulamalardaki yeri heniiz yenidir (Schueffler ve Anke, 2014). Deniz canlilarindan
farmakolojik kesifler ve deniz kaynakli ilaglarin piyasaya stiriilmesi 195011 yillarin
baslarinda Bergmann’in Karayip siingeri olan Cryptotethya crypta’dan Spongouridin
ve Spongotimidini izole etmesi ve tanimlamasiyla baslamistir. Bu kesifler, piyasaya
siiriilen deniz kaynakli ilk antiviral ve antitimor etkili ilaglar olan Vidarabin ve
Sitarabin analoglarinin sentezlenmesini saglamistir (Bergmann ve Burke, 1955). Son
yillarda antibiyotik, antiviral, antifungal, antikanser aktivite gosteren poliketidler,
alkaloidler, peptitler, proteinler, lipitler, izoprenoidler gibi farkli yapilarda bir¢ok yeni
sekonder metabolit, deniz canlilarindan kesfedilmistir (Petersen ve ark., 2020). izole
edilen biyoaktif bilesiklerin aktivite dagilimlar1 asagidaki grafikte gdsterilmis olup

antikanser aktivitenin dnemli bir yer tuttugu goriilmektedir (Sekil 1.22).

Diger
Norotoksik

= Kardiyovaskiiler

= Pestisid

® Antiviral

= Antifungal

® Antibakteriyel

® Antikanser

Sekil 1.22. 1985-2012 yillar1 arasinda deniz kaynaklarindan izole edilen bilesiklerin yillara
gore aktivite dagilimlar1 (Hu ve ark., 2015)

Izole edilen bilesiklerin yapilar1 incelendiginde asagida verilen grafikteki gibi

bir dagilima ulasilmistir (Sekil 1.23).
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Deniz Canlilarindan Elde Edilen Biyoaktif Metabolitlerin
Etken Madde Gruplarindaki Dagilimlari
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11.89
@ Diger

Sekil 1.23. Deniz canlilarindan elde edilen biyoaktif metabolitlerin etken madde gruplarindaki
dagilimlar (Hu ve ark., 2015)

Giincel global deniz kaynakli ilaglar incelendiginde halihazirda piyasada
tescilli, FDA onayli 13 ilag bulunmaktadir. Plitidepsin etken maddeli ¢oklu miyeloma
kanserine etkili olan Aplidin ilact Avustralya Tedavi Uriinleri Idaresi (Therapeutic
Goods Administration- TGA) tarafindan onaylanmistir ancak heniiz FDA’dan onay
alamamistir. Heniiz onay siirecini tamamlamamais, aktif klinik deneyleri devam eden,
Faz 3 asamasinda 4 bilesik, faz 2 asamasinda 12 bilesik, faz 1 asamasinda 7 bilesik

bulunmaktadir ("Clinical Pipeline of Marine Pharmacology,").

FDA’in onay vermis oldugu ilaglar ve bunlara ait bilgiler Cizelge 1.1 de
verilmistir.  Cizelge 1.2.°de faz 3 asamasindaki ilaclara, Cizelge 1.3.’te faz 2

asamasindaki ilaglara, Cizelge 1.4.’te faz 1 agsamasindaki ilaglara yer verilmistir.
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Cizelge 1.1. Deniz canlilarindan elde edilen ve piyasada bulunan FDA onayh ilaglar.
("Clinical Pipeline of Marine Pharmacology,")

Bilesik Ad1 Tescilli Deniz Canhlis1 | Kimyasal Molekiiler | Hastahk Firma/
Marka Simif Hedef Alam Enstitii
Belantamab Blenrep ™ | Yumusakga/ ADC BCMA Kanser: [GlaxoSm
mafodotin- (2020) siyanobakteri | (MMAF) Tekrarlayan ith
blmf multipl Kline]
miyelom
Lurbinektedin | Zepzelca ™ | Tunikat Alkaloid RNA Kanser: [Pharmam
(2020) Polimeraz Metastatik ar]
II Kiigiik hiicreli
Akciger
Kanseri
Enfortumab PADCEV Yumusakga/ ADC Nektin-4 Metastatik [Astellas
Vedotin ™ (2019) siyanobakteri | (MMAE) iirotelyal Pharma &
kanser Seattle
Genetics]
Polatuzumab Polivy ™ Yumusakea/ ADC CD76b & | Kanser:Non-
vedotin (2019) siyanobakteri | (MMAE) mikrotiibiill | Hodgkin
(DCDS- er lemfoma, [Genetech
4501A) Kronik / Roche]
lemfotik
16semi
Trabektedin Yondelis® Tunikat Alkaloid Minor 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 [AstraZen
enzimleri ccal
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=belantamab+mafodotin-blmf&sort=date
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=belantamab+mafodotin-blmf&sort=date
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=belantamab+mafodotin-blmf&sort=date
https://gsksource.com/pharma/content/dam/GlaxoSmithKline/US/en/Prescribing_Information/Blenrep/pdf/BLENREP-PI-MG.PDF
https://gsksource.com/pharma/content/dam/GlaxoSmithKline/US/en/Prescribing_Information/Blenrep/pdf/BLENREP-PI-MG.PDF
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lurbinectedin
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2020/213702s000lbl.pdf
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2020/213702s000lbl.pdf
https://pharmamar.com/science-and-innovation/oncology-pipeline/?lang=en
https://pharmamar.com/science-and-innovation/oncology-pipeline/?lang=en
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=enfortumab+vedotin
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=enfortumab+vedotin
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2019/761137s000lbl.pdf
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2019/761137s000lbl.pdf
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2019/761137s000lbl.pdf
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/53297465#section=Top
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/53297465#section=Top
https://www.seattlegenetics.com/pipeline/enfortumab-vedotin
https://www.seattlegenetics.com/pipeline/enfortumab-vedotin
https://www.seattlegenetics.com/pipeline/enfortumab-vedotin
https://www.seattlegenetics.com/pipeline/enfortumab-vedotin
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Polatuzumab+vedotin
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Polatuzumab+vedotin
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Polatuzumab+vedotin
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Polatuzumab+vedotin
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2019/761121s000lbl.pdf
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2019/761121s000lbl.pdf
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/53297465#section=Top
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/53297465#section=Top
https://www.gene.com/patients/medicines/polivy
https://www.gene.com/patients/medicines/polivy
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=(%22trabectedin%22+%5bSupplementary+Concept%5d)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=(%22trabectedin%22+%5bSupplementary+Concept%5d)
http://www.janssenlabels.com/package-insert/product-monograph/prescribing-information/YONDELIS-pi.pdf
http://www.janssenlabels.com/package-insert/product-monograph/prescribing-information/YONDELIS-pi.pdf
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/108150
https://www.pharmamar.com/yondelis/
https://www.pharmamar.com/yondelis/
https://www.azpicentral.com/epanova/epanova.pdf#page=1
https://www.azpicentral.com/epanova/epanova.pdf#page=1
http://www.epanovahcp.com/
http://www.epanovahcp.com/

Cizelge 1.1. Devam

Eikoza Vascepa® Balik Omega-3 Trigliserid | Hipertrigliseri
pentaenoik asit | (2012) yag asitleri | sentez demi )
) ) ) [Amarin]
etil ester enzimleri
Brentuksimab Adcetris® Yumusakga/ ADC(MM CD30 & | Kanser:
vedotin (2011) siyanobakteri | AE) mikrotiibiill | Anaplastik
(SGN-35) er biiylik T
hiicreli
. ) [Seattle
sistemik )
) Genetics]
malign
lenfoma,
Hodgkin
hastalig1
Eribulin Halaven® Stinger Makrolid Mikrotiibiil | Kanser:
Mesilat (2010) ler Metastatik [Eisai
(E7389) Meme Inc.]
Kanseri
Omega-3-asit Lovaza® Balik Omega-3 Trigliserid | Hipertrigliseri
. e . [GlaxoSm
etil esterler (2004) yag asitleri | sentez demi
. . ithKline]
enzimleri
Zikonotid Prialt® Koni Peptid N-Tipi Ca | Agri: Siddetli | [Jazz
(2004) salyangozu kanal1 Kronik Agr1 Pharmace
uticals]
Vidarabin Vira-A® Stinger Niikleozid Viral DNA | Antiviral:
[Mochida
(Ara-A) (1976) polimeraz Herpes
) Pharmace
Simplex )
) utical Co.]
Viriisti
Sitarabin Cytosar-U® | Siinger Niikleozid DNA Kanser:Lose
(Ara-C) (1969) polimeraz mi [Pfizer]
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=vascepa
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=vascepa
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=vascepa
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2017/202057s019lbl.pdf
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2017/202057s019lbl.pdf
https://amarincorp.com/products.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=brentuximab+vedotin+%5bSupplementary+Concept%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=brentuximab+vedotin+%5bSupplementary+Concept%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=brentuximab+vedotin+%5bSupplementary+Concept%5d
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2011/125388s000,125399s000lbl.pdf
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2011/125388s000,125399s000lbl.pdf
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/53297465#section=Top
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/53297465#section=Top
http://www.seattlegenetics.com/brentuximab_vedotin
http://www.seattlegenetics.com/brentuximab_vedotin
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=eribulin+%5bSupplementary+Concept%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=eribulin+%5bSupplementary+Concept%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=eribulin+%5bSupplementary+Concept%5d
http://www.halaven.com/pdfs/HALAVEN-Full-Prescribing-Information.pdf
http://www.halaven.com/pdfs/HALAVEN-Full-Prescribing-Information.pdf
http://www.halaven.com/patients/what-is-halaven
http://www.halaven.com/patients/what-is-halaven
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fatty+Acids+Omega-3%5bMesh%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fatty+Acids+Omega-3%5bMesh%5d
https://www.gsksource.com/pharma/content/dam/GlaxoSmithKline/US/en/Prescribing_Information/Lovaza/pdf/LOVAZA-PI-PIL.PDF
https://www.gsksource.com/pharma/content/dam/GlaxoSmithKline/US/en/Prescribing_Information/Lovaza/pdf/LOVAZA-PI-PIL.PDF
https://www.gsksource.com/pharma/content/gsk/source/us/en/brands/lovaza.html
https://www.gsksource.com/pharma/content/gsk/source/us/en/brands/lovaza.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=ziconotide+%5bSupplementary+Concept%5d
https://www.prialt.com/wp-content/uploads/prialt-prescribing-information.pdf
https://www.prialt.com/wp-content/uploads/prialt-prescribing-information.pdf
http://www.prialt.com/
http://www.prialt.com/
http://www.prialt.com/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vidarabine%5bMesh%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vidarabine%5bMesh%5d
http://www.mochida.co.jp/english/business/mainproducts.html
http://www.mochida.co.jp/english/business/mainproducts.html
http://www.mochida.co.jp/english/business/mainproducts.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cytarabine%5bMesh%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cytarabine%5bMesh%5d
http://www.pfizer.com/files/products/uspi_cytarabine_1000mg.pdf
http://www.pfizer.com/files/products/uspi_cytarabine_1000mg.pdf
https://www.pfizer.com/products/product-detail/cytarabine-0

Cizelge 1.2. Deniz canlilarindan elde edilen ve faz 3 calismalari gergeklestirilen etken
maddeler ("Clinical Pipeline of Marine Pharmacology,")

Bilesik Ad1

Tescilli

Marka

Deniz

Canlis1

Kimyasal

Simf

Molekiiler
Hedef

Hastahk
Alam

Firma/

Enstitii

Plinabulin

(NPI-2358)

Mantar

Diketopipera

zin

Mikrotiibiil

ler

Kanser:
Kiiciik
Hiicreli Dis1
Akciger
Kanseri,
Beyin

Timori

[BeyondSpring
Pharmaceutical

s]

Tetrodotoksin

Halneur

on ™

Kirpi
balig1

Guanidiniyu

m alkaloidi

Sodyum

kanallar1

Agr1: Kronik
Agn

[Wex
Pharmaceutical

Inc.]

Marizomib
(Salinosporamid

A; NPI-0052)

Bakteri

Beta-lakton-
gamma

lactam

208

proteazom

Kanser:
Kiiciik
Hiicreli Dis1
Akciger
Kanseri,
Pankreas
Kanseri,
Melanom,
Lenfoma,
Multipl
Miyelom

[Triphase]
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=plinabulin
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=plinabulin
https://www.beyondspringpharma.com/ChannelPage/index.aspx
https://www.beyondspringpharma.com/ChannelPage/index.aspx
https://www.beyondspringpharma.com/ChannelPage/index.aspx
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tetrodotoxin%5bMesh%5d
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/20055121
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/20055121
https://wexpharma.com/about-us/
https://wexpharma.com/about-us/
https://wexpharma.com/about-us/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=marizomib+%5bSupplementary+Concept%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=marizomib+%5bSupplementary+Concept%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=marizomib+%5bSupplementary+Concept%5d
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/11347535
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/11347535
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/11347535
http://triphaseco.com/marizomib/

Cizelge 1.3. Deniz canlilarindan elde edilen ve faz 2 calismalar gergeklestirilen etken
maddeler ("Clinical Pipeline of Marine Pharmacology,")

Bilesik Ad1 Tescilli | Deniz Canhis1 | Kimyasal | Molekiiler Hastahk Alam Firma/
Marka Simf Hedef e
Enstitii
Solucan Alkaloid a7 nikotinik | Sizofreni,
asetilkolin Alzheimer
reseptorii Hastalig1, Dikkat | National
Eksikligi Institute  of
GTS-21
- Hiperaktivite Mental
(DMXBA)
Bozuklugu, Health
Endotoksemi, (NIMH)
Sepsis,  Vagal
Aktivite
Yumusak¢a/ | ADC ENPP3 & | Kanser: Renal | [Agensys &
AGS-16C3F - i . | (MMAF) | mikrotiibiille | Hiicreli Astellas
siyanobakteri
r Karsinom Pharma]
Plokabulin Stinger Poliketid Minor DNA | Kanser:  Solid | [Pharmamar
(PM184) olugu Timorler ]
Yumusak¢a/ | ADC Doku faktorii | Kanser:
MMAF Yumurtalik
siyanobakteri ( ) & At
mikrotiibiille | Kanseri, Rahim
r Agz1  Kanseri,
Endometriyum
Kanseri, Mesane
) HuMax Kanseri, Prostat
Tisotumab
®-TF- Kanseri (CRPC), | [GenMab]
Vedotin
ADC Bas Boyun
Kanseri
(SCCHN),
Ozofagus
Kanseri, Akciger
Kanseri
(NSCLC)
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=3-(2,4-dimethoxybenzylidene)anabaseine+%5bSupplementary+Concept%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=3-(2,4-dimethoxybenzylidene)anabaseine+%5bSupplementary+Concept%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ags-16c3f
https://sw4503.swcms.net/en/ir-library/pipeline/inframe/main/01/teaserItems1/0/linkList/0/link/1q2019_rd_en.pdf
https://sw4503.swcms.net/en/ir-library/pipeline/inframe/main/01/teaserItems1/0/linkList/0/link/1q2019_rd_en.pdf
https://sw4503.swcms.net/en/ir-library/pipeline/inframe/main/01/teaserItems1/0/linkList/0/link/1q2019_rd_en.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Plocabulin
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Plocabulin
https://www.pharmamar.com/science-and-innovation/oncology-pipeline/
https://www.pharmamar.com/science-and-innovation/oncology-pipeline/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tisotumab+vedotin
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tisotumab+vedotin
http://www.genmab.com/product-pipeline/products-in-development/humax-tf-adc

Cizelge 1.3. Devam

Timorler

Ladiratuzuma Yumusak¢a/ | ADC LIV-1 & | Kanser: Meme
b vedotin . . | (MMAF) mikrotubulle | Kanseri [Seattle
siyanobakteri
(SGN- r Genetics]|
LIVIA)
Bryozoan Macrolid Protein kinaz | Alzheimer [ Neurotrope
Briyostatin e
Takton C hastalig1 BioScience]
Telisotuzuma Yumusak¢a/ | ADC c-Met Kanser:  Solid
b vedotin . . | MMAE) Tiimorler [Abbvie]
siyanobakteri
(ABBV-399)
Yumusak¢a/ | ADC Ax]1 RTK Kanser:
E tamab . . MMAE Yumurtalik
_— siyanobakteri ( ) P
vedotin Kanseri, Rahim
| [Genmab]
(HuMax- Agz1  Kanseri,
AXL) Endometriyal
Kanser
Yumusak¢a/ | ADC HER2 Kanser:
. . | (MMAE Urotelyal
siyanobakteri ( ) rotelya
Karsinom,
Ilerlemis Kanser,
RC-48 ) | [RemeGen]
Mide Kanseri,
fleri evre Meme
Kanseri, Solid
Timorler
Yumusak¢a/ | ADC ROR2 Kanser:  Solid
CAB-ROR2 . . | MMAE) Timor, Kiiclik
siyanobakteri [BioAtla]
(BA-3021) Hiicreli Dis1
Akciger Kanseri,
Yumusakea / ADC CD71 Kanser: Solid | [AbbVie &
€X-2029 MMAE Tiimér, B CytomX
t
(ABBV- siyanobakteri ( ) Umon, - Bay ve | Lylom
Boyun Kanseri Therapeutics
2029)
]
Yumusakea / ADC IGF-R1 Kanser: Tleri
. . MMAE Pierre-
WO0101 siyanobakteri ( ) evre veya | [Pierre
Metastatik Kat1 | Fabre]
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=HuMAX-AXL
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=HuMAX-AXL
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http://en.rongchang.com/keyan/rong-chang-sheng-wu.htm
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https://cytomx.com/pipeline/
https://cytomx.com/pipeline/
https://cytomx.com/pipeline/
https://cytomx.com/pipeline/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=W0101
https://www.pierre-fabre.com/en/news/initiation-first-human-clinical-trial-patients-solid-tumours-innovative-antibody-drug-conjugate
https://www.pierre-fabre.com/en/news/initiation-first-human-clinical-trial-patients-solid-tumours-innovative-antibody-drug-conjugate

Cizelge 1.4. Deniz canlilarindan elde edilen ve faz 1 caligmalari gergeklestirilen etken
maddeler ("Clinical Pipeline of Marine Pharmacology,")

Bilesik Ad1 | Tescilli | Deniz Kimyasal Molekiiler Hastahk Alam1 | Firma/
Marka | Canhs1 Simif 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 | Tiimorler Th .
siyanobakteri erapeutics]
Yumusak¢a/ | ADC HER2 & | Kanser: Meme [(3SBi
io
ALT-P7 - ) . | (MMAE) Mikrotiibiiller | kanseri, Mide
siyanobakteri & Alteogen]
kanseri
MORADb- Siinger ADC Mikrotiibiiller | Kanser:  Solid (Eisai]
- isai
202 (Makrolid) Tiimorler
Yumusak¢a/ | ADC HER2 Kanser: Meme
Auristati Tiimorleri
siyanobakteri (Auristatin imorleri,
varyantt) Mide
PF- [Pfizer &
- Timorleri,
06804103 . AbbVie]
Ozofagogastrik
Baglant
Timorleri,
Kirmiz: alg Lektin Karbonhidrat | HIV 6nleme [Center for
Grifitsin - baglayict Predictive
Medicine]
Yumusak¢a/ | ADC HER2 Kanser: HER2
[Zymeworks
ZW-49 -- . . | (Auristatin aracili
siyanobakteri & BeiGene]
varyanti) Kanserler
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https://www.pfizer.com/science/drug-product-pipeline
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=griffithsin
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http://louisville.edu/predictivemedicine
http://louisville.edu/predictivemedicine
https://www.zymeworks.com/our-pipeline/zw49
https://www.zymeworks.com/our-pipeline/zw49

1.4. Deniz Mantarlar

Mantarlar, bitkiler ve hayvanlarla simbiyotik iliskiler gelistirdikleri ve cesitli
ekosistemlerde besin zincirinin ayrilmaz bir pargas: olduklar1 karasal ortamlarda
yasamin devamu i¢in gerekli olan mikroorganizmalardir. Karasal biyosferde nem ve
herhangi karbon kaynaginin bir araya gelmesiyle her yerde mantar olusumu

gozlenebilir.

Mantarlar karasal biyosferde saglik ve hastaligin merkezinde rol oynamasina
ragmen deniz mantarlarinin islevi ve potansiyeli hakkinda ¢ok daha az sey
bilinmektedir. Mantarlar karada olduklar1 gibi deniz ortamlarinda da her yerde bulunur

mu? Bu ekosistemlerde karadaki ile ayn1 veya benzer 6zelliklere sahipler mi?

Deniz mantarlari, aragtirmacilarin bakmak i¢in ulastig1 her deniz habitatinda
bulunmaktadirlar. Hidrotermal menfezlerden, yeralt1 derin deniz sedimentlerinden ve
kutup buzullarindan ylizey sularina, tuz batakliklarina ve diistik gelgitteki kumsallara
kadar her yerde deniz mantarlarina rastlanmaktadir. Deniz mantarlar1 o6zellikle
siingerler, mercanlar, sedimentler, tunikatlar, mangrovlar, algler ve hatta diger
mantarlar gibi birgok canli tiiriiyle simbiyotik yasama konusunda oldukga beceriklidir

(Sekil 1.24) (Gladfelter ve ark., 2019; Shin, 2020).
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DOGAL URUN ELDE EDILEN DENiz
MANTARLARININ KAYNAKLARI

Diger Bitkiler Diger
%6 %2 Siingerler
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Mangrovlar
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Yumusakgalar
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Mercan
%3
Askidialar
%3
Algler
%21 Diger Deniz

Omurgasizlari

%4
Su Sedimentler Baliklar ’

%1 %16

Sekil 1.24. Dogal iiriin elde edilen deniz mantarlarinin kaynaklari (Petersen ve ark., 2020)

Yaygin dagilimlar1 ve bolluklar1 géz ontline alindiginda, deniz mantarlarinin
karasal benzerlerinden veya diger deniz mikroorganizmalarindan daha az dikkat

cekmesi sasirtict gelmektedir.

Yirminci ylizyill boyunca, birtakim Oncli arastirmacilar, deniz mantari
cesitliligini karakterize etmek i¢in zaman alan kiiltiire alma tekniklerini kullanmigtir
ancak bu siirecteki dogal dnyargilar, gergek cesitliliklerinin degerlendirmesini biiyiik
ol¢iide sinirlandirmustir. Ozellikle, zorunlu biyotroflar ve "erken ayrisan soylar" olarak

adlandirilan kiiltiire edilemeyen tiirler tespit edilememistir (Jones, 2011).

Deniz mantarlari, karasal mantarlara kiyasla Onemli zorluklarla kars1
karstyadir. Yiiksek tuzluluk oranlari, ultraviyole 1s1ik maruziyeti, biiylime i¢in gerekli
substratlara siirli erisim ve bazi durumlarda zorlayici olan hidrostatik basing gibi
durumlar tolere etmelidirler. Ayrica, suda olmak yayilmada belirgin zorluklar1 da

beraberinde getirir (Amend ve ark., 2019).
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Okyanuslardaki en belirgin stres, ozmotik ve iyonik strese yol agan yiiksek
tuzluluktur. Yaklasik 0,6 M NaCl icermekte olan deniz suyu, esnek olmayan hiicre
duvarlarina sahip olan ve 6nemli turgor basinci altinda biiyiiyen ve bdliinen ¢ogu
mantarin biiylimesini durdurabilir. Bununla birlikte, deniz mantarlar1 tipik olarak
halofilik degildir; bazilar1 ¢ok yiiksek tuzlulugu tolere edebilse bile bunun i¢in bir
tercih gdstermezler ve benzer sekilde, deniz dis1 mantarlarin cogu, deniz suyuna yakin
tuz konsantrasyonlarinda bir dereceye kadar biiyiiyebilir. Peki mantarlar hipertonik bir
ortamda turgoru nasil kontrol eder? Cevap kismen, tuz akis pompalarini yukar1 yonde
regiile eden ve hiicresel fonksiyonlarla uyumlu ozmolitler olusturan yiiksek
ozmolariteli-gliserol sinyal yolu olarak bilinen korunmus bir yola bagli gibi
goriinmektedir. Diger bir faktor, mantarlarin bir canli iizerinde yasamalar1 ve enzim
aktivitesiyle fiiretilen sekerlerin ve diger ozmolitlerin alimi i¢in rekabet
gostermelerinden 6tiirii yiiksek cevresel ozmolit konsantrasyonlarinda biiylimek i¢in

evrimlesmis olmalaridir.

Denizde yasam, tuzluluk toleransina ek uyarlamalar gerektirir. Yiiksek
ultraviyole maruziyeti, tuzlu deniz ortamlarinda yiiksek seviyelerde melanin tireten
siyah maya olarak adlandirilan olusumlarin yaygimhigini agiklayabilir. Kolloid ve
balgik yapilari, salgilanan enzimlerin substratta tutulmasinda rol oynayabilecek
cliriiyen odun yapilarinda bulunan deniz mantarlar tarafindan iiretilir (Tisthammer ve

ark., 2015).

Bir su ortaminda yayilmak i¢in bir diger bariz adaptasyon, bir Flagellum'un
varligidir; bu durum, bazi su ekosistemlerinde kiif mantarlarinin (Kisttridler ve
Kriptomisetler) bollugunu agiklayabilir. Ilging bir sekilde, insan patojeni Candida
albicans (bir konak¢iya cevap olarak morfolojiyi degistiren) akrabalari, hidrostatik
basinca yanit olarak sekli degistirir, bu da bize gostermektedir ki bu mantar asiri
basinct tolere etmenin yaninda tepki vermis ve canliligini siirdiirmede bu durumu

lehine kullanmistir (Gladfelter ve ark., 2019).
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Giincel veriler 15181nda

e 7 subede,

e 22 simifta,

e 88 takim iginde
e 223 familyadan
e toplam

e 753 cinste

1867 deniz mantart tiirii bulunmaktadir (Rai, 2020).

Klasik tanimlamaya gore deniz mantarlari, zorunlu ve fakiiltatif deniz
mantarlar1 olarak iki gruba ayrilmaktadir (Kohlmeyer ve Kohlmeyer, 1979). Deniz
mantarlan ile ilgili calismalarin ¢cogu algler, mercanlar ve 6zellikle siingerler gibi
spesifik substratlarla ilintili olan deniz mantarlariyla yapilmistir. Deniz mantarlar
siklikla alg, siinger, mangrov, mercan, deniz yildizi1 gibi canlilarla simbiyotik olarak
yasamlarini siirdiiriirler. Deniz mantarlarinin toplanmasinda genellikle konak canlinin
toplanmasini1 da gerektirmektedir. Buradan hareketle, karasal habitattan kontamine
olarak gelebilecek olan ve deniz ortaminda kiiltiir teknikleri kullanilarak elde edilecek
mantar suslarin1 kapsayabilen notr bir kavram olan deniz tiirevi mantar tabiri ortaya
cikmigtir.  Mantarlar, derin denizlerden kutup buz oOrtiilerine kadar tim deniz
ortamlarinda yaygin dagilim gosterirler ve her tiirlii canli ve 61l organik doku lizerinde
bulunurlar. Yapilan pek c¢ok arastirma, deniz siingerlerinden izole edilen mantar
cinslerinin daha ¢ok Acremonium, Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Phoma ve

Trichoderma oldugunu gostermistir (Wiese ve ark., 2011).

Deniz mantarlar1 yeni ilag¢ kesfi i¢in, sekonder metabolitler agisindan zengin
kaynaklardir. Karasal benzerlerine kiyasla az arastirilmis olsalar da 6nemli bilesikler
elde edilmis olmasi dogal {iriin kesfinde deniz mantarlarin1 6nemli bir konuma

getirmistir. En bilinen 6rnegi olan Sefalosporinler, deniz mantarlarinin klinik dneme
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sahip benzersiz kimyasallar sunabileceklerini gostermistir. Mantarlardan Sefalosporin
C, Lovastatin gibi énemli ilag etken maddeleri elde edilmis ve arasgtirmacilar ilag
olarak kullanilabilecek potansiyeldeki yeni biyoaktif sekonder metabolitleri

arastirmak i¢in deniz kaynakli mantarlara odaklanmiglardir (Javed ve ark., 2011).

1978-1987 doneminde deniz kaynakli dogal firiinlerle ilgili 2070 yayin
yapilmistir. Bunlarin arasinda sadece 21 tanesi deniz mikroorganizmalar ile ilgili
olmustur. Bu yayinlardan, 22'si bakteri ve mantardan kaynaklanan toplam 3076
metabolit tanimlanmigstir. Sonraki on yil boyunca (1988-1997), hem toplam yayin
sayisinda (4791) hem de izole edilmis metabolitlerin sayisinda (7099) % 131'lik bir
artis olmustur. Bununla birlikte, ayn1 dénemde, mikroorganizmalar {izerindeki
arastirmalarin sayisinda ¢ok daha etkileyici bir artis olmustur: Sirastyla % 619 ve %
1016’ Iik artisa karsilik gelen 246 bilesigi tanimlayan 151 yayin literatiire girmistir
(Kelecom, 2002). 1992 yilina kadar sadece 15 deniz mantar metaboliti tanimlanmigtir
(Jensen ve Fenical, 1996) ve bu say1 2002'ye kadar 270'e yiikselmistir (Bugni ve
Ireland, 2004). 2006'dan 2010 ortasina kadar olan siirede Rateb ve Ebel (2011), deniz

habitatlarindan izole edilen mantarlardan 690 dogal {iriinii literatiire kazandirmiglardir.

2020 yilinda yayimlanan bir makalede derlenen bilgilere gére 2001-2017
yillar1 arasinda Cin’de yapilan ¢alismalar sonucunda 613 yeni dogal {iriiniin izole
edildigi, 170 adet yeni dogal {iriin ile Aspergillus cinsinin en ¢ok yeni dogal {iriin elde
edilen kaynak oldugu ifade edilmistir (Liu ve ark., 2020). Deniz mantarlarindan
sekonder metabolit izolasyon caligmalari, 2017'de rapor edilen 448 yeni bilesik ile 369
bilesigin rapor edildigi 2015 ve 328 bilesigin rapor edildigi 2016 yillarina kiyasla
Oonemli dl¢iide artmistir ve bu alanda calismalar devam etmektedir. (Carroll ve ark.,

2019).

1970’li yillardan giiniimiize, etken madde saflastirma ve yapi tayinindeki

metotlarin modernlesmesi ve aragtirmacilarin islerini kolaylastirmasi ile mikrobiyal
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kaynaklardan yeni dogal iiriin elde etme orani beligin bir sekilde yiikselmistir (Stien,
2020).

Deniz mantarlarinin neden bu kadar karmasik ve ¢esitli metabolitler iirettigi,
tam olarak anlagilmamis olsa da bu organizmalarin, diisiik besin maddeleri, diisiik
sicaklik, yiiksek tuz konsantrasyonu ve yeryliziindeki kosullardan agikca farkli olan
151k yoklugu ile yiiksek basingli siddetli deniz ortaminda yasamalar1 ve biiyiik 6l¢iide
kimyasal savunma ile iletisim mekanizmalarimin etkili oldugu varsayilmaktadir. Bu
metabolitlerin biyosentezi ekolojik, fiziksel ve biyolojik faktorlere baghidir ve bu
kosullardaki kiiclik degisiklikler tamamen yeni bir dizi metabolit olusturabilir

(Deshmukh ve ark., 2018).

Bu alana olan ilginin artmasi nedeniyle, deniz tlirevi mantarlarin yeni
antikanser, antioksidan, antifungal, antibakteriyel, antienflamatuvar ve antiviral
bilesiklerin iiretken ve umut verici bir kaynagi oldugu belirlenmistir (Carroll ve ark.,
2020). Giiniimiize kadar, deniz tiirevi mantarlardan yiizlerce yapisal olarak essiz ve
biyolojik olarak aktif bilesik bildirilmistir (Blunt ve ark., 2009; Bugni ve Ireland,
2004). Jin ve ark. (2016) deniz mantarlarindan elde edilen bilesiklerin biyoaktivite
dagilimlarini (Sekil 1.25) incelemislerdir (Jin ve ark., 2016).
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DENiZ MANTARLARINDAN ELDE EDIiLEN
BIiLESIKLERIN BiYOAKTiViTE DAGILIMLARI

Lipid Disiiriicii
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Sitotoksisite
%38

Antibakteriyel
%19

Antifungal
%38

M Sitotoksisite M Antioksidan & Antiviral B Antifungal B Antibakteriyel m Diger m Lipid Duslriciu

Sekil 1.25. Deniz mantarlarindan elde edilen bilesiklerin biyoaktivite dagilimlari (Jin ve ark.,
2016)

Xiaolei ve ark. (2018)’ de yapmis olduklar1 derlemede Aspergillus tiirlerinden
elde edilen sekonder metabolitlerde sitotoksik ve antimikrobiyal aktivitenin en yaygin
goriilen aktiviteler oldugunu, yapilan ¢caligmalarda izole edilen sekonder metabolitlerin

en ¢ok alkaloitler ve poliketonlar grubundan olduklarin1 gostermistir (Sekil 1.26).
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Etken Madde Gruplarinin Yiizde Dagilimlan
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Sekil 1.26. Aspergillus tiirlerinden elde edilen sekonder metabolitlerin ait olduklar etken
madde gruplarinin dagilimi (Xiaolei ve ark., 2018)

Deniz mantarindan elde edilen dogal iiriine tUnlii bir 6rnek, bir deniz
Aspergillus sp.nin aromatik bir alkaloidi olan Diketopiperazin halimiddir, yesil alg
Halimeda copiosa'dan izole edilmistir (Xing ve ark., 1999). Sentetik analogu olan
Plinabulin, tiibiilin depolimerizasyonuna neden olur, bdylece tlimor hiicrelerinin
bozulmasina ve ardindan tiimoriin kendisinin nekrozuna yol agarak antitiimor aktivite

gostermesine neden olur (Gullo ve ark., 2006).

Bir diger 6rnek Pontius ve ark. (2008b), Chaetomium sp.’den elde ettikleri
Caetoksanton B bilesigi Plasmodium falciparum’a kars1 selektif antimalaryal etki
(ICso = 0,5 pg/mL) gostermektedir. Yine yapilan ¢aligmalardan elde edilen bir baska
deniz dogal {iriinii olan klorlu benzofenon Pestalon, Bahama Adalar1 yakinlarinda
toplanan kahverengi yosun Rosenvingea sp. ile iliskili olan Pestalotia sp. mantarindan
izole edilmistir. Bu bilesik Metisiline direncli Staphylococcus aureus ve Vankomisine
direncli Enterococcus faecium suslarina karsi, sirasityla 37 ng/mL ve 78 ng/mL
minimum inhibitdr konsantrasyonlar1 (MiK) ile giiclii aktivite gdstermistir (Cueto ve

ark., 2001).
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Bu ornekler, yeni ilaclarin gelecekteki gelisimi i¢in yeni deniz mantar tiirleri
tizerinde devam eden arastirma faaliyetlerini tesvik etmektedir. Yaklasik 22 000
biyoaktif mikrobiyal metabolitin % 38'inin mantar kaynakli oldugu ve diinya mantar
taksonlariin sadece % S5'inin tanimlandig1r géz Oniine alindiginda, mantarlar yeni
biyoaktif sekonder metabolitlerin kesfi i¢in biiyiik bir potansiyel tasimaktadir (Schulz
ve ark., 2008).

Bununla birlikte Aspergillus cinsi tekrar detaylica incelenmis ve bu ¢aligsmalar
sonucunda bir¢ok yeni metabolit izole edilmistir. Bir baliktan izole edilen bir
Aspergillus fumigatus susu, spiroheterosiklik g-laktam c¢ekirdekli bir dizi bilesik
vermistir. Bu bilesiklerin asidik metanol ile tepkimeye sokularak bilesigin
enantiyomerleri elde edilmistir. Molekiiler orbital hesaplamalar ile molekiil i¢i bir
anniilasyon (halkalama) yoluyla Sefalimisinler i¢in uygun bir biyosentetik yol
Onerilmistir (Yamada ve ark., 2017). Flavonlar, fenil eter deriveleri, furan ve indol
alkaloidi gibi yapilardaki diger bazi metabolitler de Aspergillus tiirlerinden izole
edilmigtir. Stinger lizerinde yasayan Aspergillus versicolor mantarindan Versiorsinol
A, B, C maddeleri elde edilmistir (B.-Gu ve ark., 2017). Siklik peptid, diiz peptitler
(Ma ve ark., 2017), liptopeptidil benzofenonlar (Liao ve ark., 2017), benzaldehid
deriveleri (Kwon ve ark., 2017), dioksopiperazin alkaloidleri, dioksomorfolin derivesi
(Aparicio-Cuevas ve ark., 2017) yapisindaki baska bilesikler de yine Aspergillus
tiirlerinden elde edilmislerdir. Graphostroma tiirlerinden ¢ok sayida seskiterpen,

rezorsinol ve biitirolakton deriveleri, poliketidler izole edilmistir (Niu ve ark., 2017).

Penicillium tiirleri her zaman yeni metabolitlerin verimli bir kaynagi olmustur.
Bu tiirden elde edilen bilesiklerin, alkaloidler (Xu ve ark., 2017), izobenzofuranonlar
(Chen ve ark., 2017), poliketidler (Chen ve ark., 2017), kinolinon (Zhang ve ark.,
2017), azafilon deriveleri (Cao ve ark., 2017), kladosporin deriveleri (Takahashi ve
ark., 2017), dimerik izokumarinler (Chen ve ark., 2017), meroseskiterpenoidler gibi
birgok farkli yapida olduklar1 goriilmiistiir (Chen ve ark., 2017).
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Diger mantar tiirlerinden elde edilen yeni metabolitlere 6rnek verecek olursak;
Scopulariopsis tiirlerinden naftokinon ve triterpenoidler (Elnaggar ve ark., 2017),
Stachybotrys tiirlerinden izoindolinon tiirevleri (Yin ve ark., 2017), atranonlar (Li ve
ark., 2017), meroterpenoidler (Liu ve ark., 2017) ve seskiterpenler (Li ve ark., 2017),
Stilbella tirlerinden diterpenoidler ve poliketid peptitler (Kildgaard ve ark., 2017),
Talaromyces tiirlerinden bisantrakinon (Noinart ve ark., 2017), ergosterol analogu
(Dewapriya ve ark., 2017), laktonlar (Kiippers ve ark., 2017), hidroantrakinonlar (Li
ve ark., 2017) elde edilmistir.

Deniz ortamindan izole edilidigi ilk kez bildirilen diger metabolitler arasinda
4”-dehidroksikandidusin (Yurchenko ve ark., 2017), Aspokalasin K (Hao ve ark.,
2017), Fuskin, Dihidrofuskin, Dihidrosekofuskin ve Sekofuskin (Navarri ve ark.,
2017), Brevikompanin B (Ding ve ark., 2017), 4-hidroksi-3,6-dimetil-2-piron, 4-
metoksiizokinolin-1(2H)-on ve N,N-dietil-3-metilbenzamid (Smetanina ve ark.,
2017), Izotorkaton, Kartabomon ve Dikoromon (Barra ve ark., 2017) gibi bilesikler de

bulunur.

Bilinen bazi mantar sekonder metabolitlerin bazi1 yeni aktiviteler gosterdikleri
bulunmustur. Penisilinol A1, A2, B1, B2, C1 ve C2 bilesikleri Candida albicans’ta
biyofilm olusumunu inhibe etmis ve mevcut biyofilmi etkin bir sekilde ortadan
kaldirmistir (Wang ve ark., 2017). Siklik peptit Unguisin A'nin, fosfat ve pirofosfata
en ylksek afinitesi olan bir dizi anyon i¢in bir reseptor oldugu gosterilmistir (Ariawan
ve ark., 2017). Poliketid Pallidopenilinlerin, ¢esitli tahil mahsul fideleri i¢in biiyltimeyi
uyarict oldugu ve Ustusol A'min parazit olan 3 mantar tiirline kars1 orta diizeyde

aktivite sergiledigi bulunmustur (Cao ve ark., 2017; Chaikina ve ark., 2017).

Daha farkli yapilarda sekonder metabolitlerin izole edilebilecegi diislincesiyle
yeni ve olagan dis1 kosullardaki habitatlardan mantar izole etme ¢alismalar1 arastirma
gruplarinca gegeklestirilmektedir. Ornegin, Burgaud ve ark. (2009) kiiltiir edilebilir

lifli mantarlarin biyolojik ¢esitliligini arastirmis ve tortu, midye, karides dahil olmak
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tizere farkli derin deniz numuneleriyle iliskili Ascomycota ve Basidiomycota
orneklerinin varligini ortaya c¢ikarmistir. Kiiltliir ortaminda ¢ogaltma yontemiyle
mantar ¢ogaltilmasi {izerine yapilan bir aragtirmada, Ascomycota filumundan birkag
Antarktik siingerden mantar izole edilmis ve bu mantarlardan antimikrobiyal,
antitimoral ve antioksidan potansiyel gosteren sekonder metabolitler elde edilmistir
(Henriquez ve ark., 2014). Ayrica, derin denizlerin arastirilmasinda kullanilan
ekipmanlarin gelistirilmesi ve 6rnek toplanmasi i¢in kullanilan yeni teknikler (Sekil
1.27) sayesinde, derin deniz habitati, deniz mantar1 biyolojik ¢esitliligi i¢in yeni ve
oldukg¢a umut verici bir kaynak olarak ortaya ¢ikmistir ve bu duruma bagli olarak ¢ok
sayida yeni mantar Ornegi elde edilmistir (Wang ve ark.,, 2015). Deniz
mikroorganizmalar1 ve bu mikroorganizmalar i¢cinde deniz mantarlar1 biyoprospektif

yaklasimlarda ilgi goren bir alan olmaya baslamistir (Fenical, 2020).

Sekil 1.27. Pisces V insanli dalgi¢ okyanus kesif cihazi ile deniz derinliklerinden numune
toplanmasi (Wainwright ve ark., 2017)
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1.4.1. Deniz Mantarlariyla Calisma Kosullar

Deniz mantarlari, son yillarda ekosistemlerdeki fonksiyonel rollerinin
Oneminin artmasi ve yeni dogal iiriinler i¢in 6nemli kaynaklar olarak dikkat ¢ekmistir.
Cesitli “omic” teknolojilerin birlikte gelistirilmesiyle biyolojik ¢esitlilik, fizyolojik
ekoloji ve dogal iiriin biyosentezi alanlarinda mantar arastirmalar1 hizlanmistir. Bu
arastirma alanlar arasindaki etkilesimler, deniz mantarlarinin, ekolojik roliiniin
ayrintili bir sekilde anlagilmasi, dogal {iriin kesfi i¢in gizli potansiyellerinin agiga
cikarilmasi ve biyoteknolojik liretime doniik erisim yollarinin tasarlanmasi i¢in biiyiik

Onem tasimaktadir.

Deniz mantarlari, tiir zenginligi, filogenetik dagilim ve dogal iiriinleri (NP)
bakimindan genis bir cesitlilige sahiptir. Diger deniz organizmalart ile
karsilastirildiginda, deniz mantarlarinin ve dogal tirtinlerinin ¢esitliligi biliyiik 6lciide
ihmal edilmistir. Heniiz tam olarak ortaya konulamamis devasa biyolojik ¢esitlilikleri
ve neredeyse her yere dagilmalari g6z Oniine alindiginda, deniz mantarlarinin
cesitliligi sekonder metabolitleri iizerinde yapilan arastirmalarda yeterince ifade
edilememektedir. Deniz mantarlarinin sekonder metabolitleri iizerine yayimlanan
calismalarin ¢ogu sadece Penicillium, Aspergillus, Fusarium ve Cladosporium gibi
birkag cins tizerinde odaklanmistir. Son arastirmalarla birlikte bilim insanlar1 daha
fazla cinsi incelemeye baslamis ve bu yeterince ¢alisilmamis organizma grubu

hakkinda daha fazla veri saglamaya baslamistir.

Yeni nesil DNA sekanslama (NGS) yontemleri artik ¢cok sayida ilgili genin
saptanmasi i¢in standart yaklasim olup (Culligan ve ark., 2014) bircok mantar i¢in
genom boyu iliskilendirme bilgilerinin saglanmasinda biiyiik 6l¢iide kullanilmasina
ragmen deniz mantarlar lizerindeki genom ve genetik veriler ve 6zellikle sekonder
metabolit biyosentez genleri mevcut veri tabanlarinda kendisine yeterli 6l¢iide yer

bulamamaktadir (Grigoriev ve ark., 2014).
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Deniz mantar1 aragtirmalart i¢in bir baska dezavantaj, tek taksonlar icin
toplanan verilerin kapsamli olmaktan ¢ok uzak olmasi ve genellikle kamuya agik
olmamasidir. Ancak, veriler ekolojik, taksonomik ve biyoteknolojik aragtirmalar igin
bliyiikk onem tasimaktadir. Ayrica, bircok ¢alismada kiiltiire bagimli veya kiiltiire
bagimsiz yaklasimlar kullanilmaktadir ve mevcut veri kiimeleri birbiriyle baglantili

degildir.

Deniz mantarlarindan dogal iiriin kesfi genellikle klasik kiiltiir temelli
izolasyon teknikleri ile deniz habitatlarindan izole edilen mantarlardan dogal tiriinlerin
biyolojik olarak yonlendirilmis izolasyonu igin kimyasal ve biyolojik taramanin
birlestirilmesi seklindeki klasik kesif yaklasimini izler. Kiiltiir ortaminda yapilan
calismalar ve molekiiller c¢aligmalar, siingerler ve algler gibi deniz
makroorganizmalarinin mantarlar i¢in zengin bir kaynak oldugunu gostermektedir
(Debbab ve ark., 2010). Bu bilgi 1s181nda, son zamanlarda deniz mantarlarindan artan
sayida yeni dogal iiriinler izole edilip yapilar1 aydinlatilmistir. Bu organizmalar,
genellikle farmasotik agidan ¢esitli biyoaktiviteler gosteren ve yeni ilaglarin
gelistirilmesi i¢in aday olabilecek ¢ok sayida ilging sekonder metabolit iiretmektedir.
Deniz mantarlarindan sekonder metabolit izolasyonunda gerceklestirilen ana siiregler

(Sekil 1.28)’de verilmistir.
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Ekim Biyotarama

Fraksiyonlama

l Kiltar

Literatiir Taramasi lSaf Madde izolasyonu l

ve Yapi tayini

Sekil 1.28. Deniz mantarlarindan sekonder metabolit izolasyonunda gergeklestirilen ana
siirecler

Biyotarama, dogal iiriinlerin kesfinde en yaygin yaklasim olan dogal iiriinlerin
izolasyonunu ve yapisal aydinlatilmasini yonlendirmistir. Son yillarda, yeni sekonder
metabolitlerin mantar kaynaklari, saprofitik karasal tiirlerden ve bitkilerden, deniz
habitatlarina kadar genislemistir. Deniz mantarlarindan dogal iirlinler iizerine yapilan
caligmalar artmaya devam etmektedir: diger canlilar iizerinde yasayan mantarlar géz
Online alindiginda, yayinlanan ¢aligmalarin sayis1 her yil artmakta ve ¢ogunlugu

endofitik tlirlerden gelmektedir.
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Ekoloji ve yasam kosullari, mantarlarin sekonder metabolit profili lizerinde
biiylik bir etkiye sahiptir. Bir petri kabinda izole edilen bir mantarin davranisi, dogal
ortamindan Onemli Ol¢iide farklidir. Suni laboratuvar kosullarinda belirli bir siire
boyunca standart bir ortamda bir tiiriin yetistirilmesinden olusan klasik deneyler
altinda deniz mantarinin metabolik potansiyelinin sadece kiiciik bir kismi
gozlenebilmektedir. Bu durum, mantarlardan ilag kesfi potansiyelini biiyiik 6lgiide
sinirlamaktadir (Brakhage, 2013). Bu sorunun {istesinden gelmek i¢in, birgok
arastirma ekibi daha genis bir kemocesitlilik elde edebilmek igin sifreli biyosentetik
yolaklar1 ¢6zmenin yollarimi arastirmistir. Simdiye kadar, organizmalarin birlikte
kiiltiire edilmesinin yan1 sira elisitdrler ve epigenetik modifiye ediciler kullanilarak
sessiz yolaklarin uyandirilmas1 gibi farkli yontemler uygulanmistir (Scharf ve

Brakhage, 2013).

1.4.2 Deniz Mantarlarindan Elde Edilen Biyoaktif Sekonder Metabolitler

Deniz mantarlarinin, yeryiiziinde biiyliyen karasal mantarlardan farkli olarak
151k yoksunlugu, yiiksek tuz konsantrasyonu, diisiik 1s1, yetersiz besin ve yiiksek basing
gibi faktorlere karsi yasam miicadelesi vermeleri, deniz mantarlarin1 benzersiz
sekonder metabolitler iiretebilecek bir noktaya tasimistir. Bu durumun deniz
mantarlari tizerindeki ilgiyi artirmasiyla beraber son yillarda deniz mantalarindan elde
edilen biyoaktif sekonder metabolitler {izerine yapilan arastirmalarin ve raporlarin
sayis1 artmaktadir. Giiniimiize kadar gelindiginde deniz mantarlarindan elde edilmis
olan biyolojik olarak aktif ylizlerce sekonder metabolit literatiirde yerini almistir ve
deniz mantarlar {izerine yapilan ¢alismalar ¢cogalmaktadir (Cizelge 1.5) (Ameen ve

ark., 2020; Cao ve Wang, 2020; Saleem ve Nazir, 2015; Yi ve ark., 2020).
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Cizelge 1.5. Deniz mantarlarindan izole edilen bazi sekonder metabolitler ve aktiviteleri

Sekonder Metabolit Elde Edildigi | Aktivite Referans
Deniz Mantari

Pirenosetin A Pyrenochaetopsis | Sitotoksik (Fan ve ark., 2020)
sp. FVE-001 (A-375)

Kinoizobiitirid A Penicillium Antibakteriyel (Ebada ve Ebrahim, 2020)
simplicissimum
strain WSH17

Stakibotrilakton B Penicillium  sp. | Sitotoksik (Long ve ark., 2020)
SCSI1041201 (HL-60, K562)

(4S)-10-hidroksi-10- Streptomyces Antiviral (Huang ve ark., 2019)

metil-11-okso-dodek- | koyangensis (HSV-1)

2-en-1,4-olid

Disitrinon E Penicillium Antioksidan (Wang ve ark., 2019)
citrinum  HDN-
152-088

Tripilepirazinol Penicillium  sp. | Antiviral (Li ve ark., 2019)
IMB17-046 (HIV-1)

Izokromofilon IX Penicillium Antienflamatuvar | Liu ve ark., 2019)
sclerotiorin

Akremonpeptid B Acremonium Antiviral (Luo ve ark., 2019)
persicinum (HSV-1)
SCSIO 115

Spirokurvulaid Curvularia  sp. | Sitotoksik (An ve ark., 2019)
IFB-Z10

Antranozit C Streptomyces sp. | Antiviral (Che ve ark., 2018)
CMN-62 (HiNy1)

Ketrasin E Acrostalagmus Sitotoksik (Yu ve ark., 2018)
luteoalbus (A549, HCT116,
HDN13-530 K562)

Kladosporisteroid B Cladosporium sp. | Antiviral (Pang ve ark., 2018)
SCS1041007 (H3N2)

Trunkateol O Truncatella Antiviral (Zhao ve ark., 2018)
angustata (HiNy1)

Simplisilliumtid J Simplicillium Antiviral (Liang ve ark., 2017)
obclavatum (HSV-1)
EIODSF 020
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Cizelge 1.5. Devam

Deoksienterosin Streptomyces sp. | Antiviral (Liu ve ark., 2017)
OUCMDZ-3434 | (HiN1)
3-Hydroksi Penicillium  sp. | Antiviral (Kong ve ark., 2017)
pentasesilid A SCSKFD09 (HiNy)
Penisillosid B Penicillium sp. Antimikrobiyal (Murshid ve ark., 2016)
(Escherichia
coli)
Kladosin C Cladosporium Antiviral (Wu ve ark., 2014)
sphaerospermum | (HiN1)
Sorbikatesol A Penicillium Antiviral (Peng ve ark., 2014)
chrysogenum (HiNy1)
PIX-17
Malettinin E Cladosporium sp. | Antimikrobiyal (Silber ve ark., 2014)
strain KF501 (Xanthomonas
campestris)
Albonoursin Streptomyces sp. | Antiviral (Wang ve ark., 2013)
FXJ7.328 (HiNy1)
Akremolin Acremonium Sitotoksisite (Julianti ve ark., 2012)
strictum (A549)
Marilin A1l Stachylidium sp. Sitotoksisite (Almeida ve ark., 2012)
(HLE)
Penisillantranin A Penicillium Antimikrobiyal (Khamthong ve ark., 2012)
citrinum ~ PSU- | (MRSA SK1)
F51
w-hidroksiemodin Penicillium Antimikrobiyal (Khamthong ve ark., 2012)
citrinum  PSU- | (MRSA)
F51
Emodin Penicillium Sitotoksik (Khamthong ve ark., 2012)
citrinum  PSU- | (KB, MCF-7)
F51
Alterporriol L Alternaria sp. | Sitotoksik (Huang ve ark., 2012)
ZJ9-6B. (MDA-MB-435,
MCF-7)
Trikodermakinon Trichoderma Antimikrobiyal (Khamthong ve ark., 2012)
aureoviride PSU- | (MRSA)
F95
Sitokalasin D Xylaria sp. | Antimikrobiyal (Chen ve ark., 2011)
SCSIO156
Sitokalasin Q Xylaria sp. | Sitotoksisite (Chen ve ark., 2011)
SCSIO156 (MCEF-7)
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Cizelge 1.5. Devam

Malformin C Rhizopus sp. 2- | Sitotoksisite (Gu ve ark., 2011)
PDA-61 (P388)
11-epi-¢actomugilin I | Chaetomium Sitotoksisite (Yamada ve ark., 2011)
globosum (P388, HL-60)
Fumigaklavin B Penicillium Antimikrobiyal (Kansoh ve ark., 2010)
viridicatum
Penisinolin Penicillium sp. Sitotoksisite (Shao ve ark., 2010)
(95-D, Hep G2)
JBIR-97 Tritirachium sp. | Sitotoksik (Ueda ve ark., 2010)
SpBO81112MEf2 | (HeLa, ACC-
MESO-1)
Trikodermaketon A Trichoderma Antifungal ( Song ve ark., 2010)
koningii (Candida
albicans)
Siklodepsipeptid IB- | Clonostachys sp. | Leismanisidal (Luque-Ortega ve ark., 2010)
01,212 Aktivite
Trikoderin A Trichoderma sp. | Antibakteriyel (Pruksakorn ve ark., 2010)
[(2E,4E)-1-(2,6- Penicillium sp. Sitotoksisite (Liu ve ark., 2010)
dihidroksi-3,5- M207142 (HeLa)
dimetil-fenil) hekza-
2,4-dien-1-on]
Deoksiymiselianamid | Gliocladium sp. Sitotoksisite (Yao ve ark., 2009)
U937
Spikokalasin A Spicaria elegans | Sitotoksisite (Lin ve ark., 2009)
(HL-60)
Meleagrin B Penicillium sp. Sitotoksisite (Du ve ark., 2009)
(HL-60, A-549)
Sitrinin Penicillium sp. i- | Sitotoksisite (Zhu ve ark., 2009)
1-1 (A549)
Epoksifomalin A Phoma sp. Sitotoksisite (Mohamed ve ark., 2009)
(MAXF40INL)
Ksiloketal B Xylaria sp. (no. | Antioksidan (Zhao ve ark., 2009)
2508)
(3R,6R)- Pleosporales Sitotoksisite (Prachyawarakorn ve ark., 2008)
bisdetiyodi(metiltiyo)- | strain CRIF2 (A549, HepG2,
hyalodendrin HCC-S102)
Askokitain Ascochyta sp. | Antimikrobiyal (Kanoh ve ark., 2008)
NGB (Bacillus
subtilis)
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Cizelge 1.5. Devam

metoksi-

7-metilantrasen-9,10-

(KB, KBv-200)

Siilfoalkilrezorsinol Zygosporium sp. | Antimikrobiyal (Kanoh ve ark., 2008)
KNC52 (Pseudomonas
aeruginosa)
Caetoksanton B Chaetomium sp. Antimikrobiyal (Pontius ve ark., 2008a)
(Plasmodium
falciparum)
Caetominedion Chaetomium sp. Sitotoksisite (Abdel-Lateff, 2008)
(p56 Ick)
Searinin E Penicillium Sitotoksisite (Smetanina ve ark., 2007)
janthinellum (JB6 P +Cl141)
Biourge
Searinin D Penicillium Sitotoksisite (Smetanina ve ark., 2007)
Jjanthinellum (HL-60)
Biourge
Mikrosporin A Microsporum Sitotoksisite (Gu ve ark., 2007)
gypseum (HCT-116)
Spisellamid A Spicellum roseum | Sitotoksisite (Kralj ve ark., 2007)
Gliokladrid Gliocladium sp. Sitotoksisite (Yao ve ark., 2007)
(A375-S2)
1,4,6-trihidroksi-2- Eurotium repens | Sitotoksik (Xia ve ark., 2007)

dion
Tetrahidroauroglausin | Eurotium repens | Spermisid (Smetanina ve ark., 2007)
p-hidroksifenopirrozin | Chromocleista Antimikrobiyal (Park ve ark., 2006)
sp. (Candida
albicans)
Gliotoksin Pseudallescheria | Antibakteriyel (Li ve ark., 2006)
sp. (MRSA)
Awajanomisin Acremonium sp. | Sitotoksisite (Jang ve ark., 2006)
AWAL16-1 (A-549)
Trikoderid A Trichoderma Sitotoksisite (Sun ve ark., 2006)
reesei (A375-S2)
Zigosporamid Zygosporium Sitotoksisite (Oh ve ark., 2006)
masonii (SF-268, RXF
393)
Askokitin Ascochyta Protein Fosfataz | (Seibert ve ark., 2006)
salicorniae Inhibisyonu
(MPtpB)
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1.4.3. Aspergillus Tiirlerinden Elde Edilen Biyoaktif Sekonder Metabolitler

Aspergillus genusu ilag arastirmalarinda 6nemli bir yeri bulunan ge¢misten

giiniimiize bir¢cok arastirmaci tarafindan ¢alisilmis bir genustur. Bu boliimde deniz

kaynakli Aspergillus tiirlerinden elde edilen biyoaktif sekonder metabolitlerden

bazilar tablo halinde sunulmustur (Cizelge 1.6).

Cizelge 1.6. Deniz kaynakli Aspergillus tiirlerinden elde edilen bazi sekonder metabolitler ve

aktiviteleri.

Sekonder Metabolit Elde Edildigi Deniz | Aktivite Referans
Mantari

Vioksantin Aspergillus elegans | Antibakteriyel (Kumla ve ark., 2021)
KUFA0015

Ksantomegnin Aspergillus elegans | Antibakteriyel (Kumla ve ark., 2021)
KUFAO0015

Viomellein Aspergillus elegans | Antibakteriyel (Kumla ve ark., 2021)
KUFAO0015

Asperikasit A Aspergillus sp. LS78 Antifungal (Liu ve ark., 2020)

16-O-deasetilhelvolik Aspergillus  fumigatus | Immiinosiipresan (Xu ve ark., 2020)

asit 21,16-lakton HQD24

Asperfenin A Aspergillus sp. Antitimor (Bae ve ark., 2020)

Aspergilsteroid A Aspergillus sp. LS116 Antibakteriyel (Xu ve ark., 2020)

Sornefin A Aspergillus alabamensis | Antimikrobiyal (Yang ve ark., 2018)
EN-547

Kokkokinon A Aspergillus  versicolor | Antiviral (Huang ve ark., 2017)
SCSIO 41502

Aspergillipeptid D Aspergillus sp. SCSIO | Antiviral (Ma ve ark., 2017)
41501

Kitinaz (EC 3.2.1.14) Aspergillus terreus Antimikrobiyal (Farag ve ark., 2016)

Asteltoksin E Aspergillus sp. Antiviral (Tian ve ark., 2016)
SCSIO XWS02F40

Aspernolid A Aspergillus terreus Sitotoksik (Ibrahim ve ark., 2015)

Spikulisporik asit F Aspergillus candidus | Antimikrobiyal (Wang ve ark., 2015)
strain HDf2

Spikulisporik asit G Aspergillus candidus | Antimikrobiyal (Wang ve ark., 2015)
strain HDf2

6-O-demetilmonoserin Aspergillus sp. Antiviral (Kong ve ark., 2015)

OUCMDZ-1583
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Cizelge 1.6. Devami

Aspergifuranon Aspergillus sp. 16-5B Sitotoksik (Liu ve ark., 2015)

Rubrolid R Aspergillus terreus | Antioksidan (Zhu ve ark., 2014)
OUCMDZ-1925

Rubrolid S Aspergillus terreus | Antiviral (Zhu ve ark., 2014)
OUCMDZ-1925

Aspernolid B Aspergillus terreus Antifouling (Nong ve ark., 2014)

Territrem B Aspergillus terreus Asetilkolinesteraz (Nong ve ark., 2014)

inhibitorii

5-metoksidihidro Aspergillus  versicolor | Antibakteriyel (Song ve ark., 2014)

sterigmatosistin MF359

Cevalon E Aspergillus similanensis | Antibakteriyel (Prompanya ve ark.,
KUFA 0013 2014)

Aspokalasin V Aspergillus sp. Sitotoksik (Liu ve ark., 2014)

Pulvik asit Aspergillus terreus Gwq- | Antiviral (Gao ve ark., 2013)
48

Asperterrestid A Aspergillus terreus | Sitotoksik (He ve ark., 2013)
SCSGAF0162

Bauverisin Aspergillus terreus (No. | Sitotoksik (Deng ve ark., 2013)
GX7-3B)

Disidonol A Aspergillus sp. Sitotoksisite (Sun ve ark., 2012)

Guignarenon A Aspergillus ustus | Sitotoksisite (Sommart ve ark., 2012)
(Bainier)

Brevianamide S Aspergillus versicolor Antimikrobiyal (Song ve ark., 2012)

(BCG)

Terremid A Aspergillus terreus | Antibakteriyel (Wang ve ark., 2011)
PT06-2

Strobilakton A Aspergillus insuetus OY- | Antifungal (Cohen ve ark., 2011)
207

Aspergilon A Aspergillus sp. Sitotoksik (Shao ve ark., 2011)

3B,11a-dihidroksi  erg- | Aspergillus  ochraceus | Sitotoksik (Cui ve ark., 2010)

osta -8,24(28)-dien-7-on | EN-31.

JBIR-03 Aspergillus oryzae Insektisid (Qiao ve ark., 2010)

Asporizin C Aspergillus oryzae Antibakteriyel (Qiao ve ark., 2010)

Asperksanton Aspergillus sp. MF-93 Antiviral (Wu ve ark., 2009)

Spirotriprostatin E Aspergillus fumigates Sitotoksisite (A549) (Wang ve ark., 2008)

Nidurufin Aspergillus niger Antiviral (TMV) (Wu ve ark., 2008)

Aspinonen Aspergillus ostianus Sitotoksisite (Kito ve ark., 2007)

Aspergiolid A Aspergillus glaucus Sitotoksik (A-549) (Du ve ark., 2007)
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2007 yilindan gilinlimiize kadar deniz kaynakli Aspergillus tiirlerinden elde
edilen biyoaktif sekonder metabolitlerin bir kismi tabloda gosterilmis olup burada yer
verilmeyen daha yiizlerce biyoaktif sekonder metabolit bulunmaktadir. Giincel
verilere baktigimizda deniz kaynakli mantarlardan elde edilen sekonder metabolit
Plinabulin, halihazirda faz 3 agamasinda klinik deneylerde olup beyin tiimorii ve kiigiik

hiicreli olmayan akciger kanserine kars1 denenmektedir (BeyondSpringPharma, 2020).

Deniz mantarlarinin yeni ilag etken maddesi aragtirmalarinda artan Onemi,
tilkemizin denizlerle cevrili olmasi ve heniiz yogun bir arastirma faaliyetine
girilmemis olmasi {izerine, gergeklestirilen bu doktora calismasinda iilkemiz
denizlerinde canliligini siirdiiren iki Aspergillus tiirii mantar izole edilerek ¢alismak,
bu mantarlardan elde edilen sekonder metabolitlerin yapilarin1 aydinlatmak ve
aktiviteleri incelenerek elde edilecek sonuglarla, tlilkemiz deniz kaynaklarinin
Oneminin vurgulanmast ve bu kaynaklarin bilim dilinyasina tanitilmasi
amaclanmaktadir. Bu sayede lilkemizde bu alandaki ¢aligmalarin artmasi ve iilkemiz

bilim insanlarinin bu alanda arastirmalarini siirdiirmeleri de hedeflenmektedir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Aspergillus terreus

Mantar alemi, Ascomycota subesinin Trichocomaceae familyasindan olan
Aspergillus terreus Thom mantar1 2018 yili Temmuz ayinda Marmara denizinden
(40°50'33.0"N 29°07'28.9"E) toplanan Spirorbis sp. halkali solucanindan elde
edilmistir. Materyal Biyolog Biilent GOZCELIOGLU tarafindan toplanip deniz suyu
igerisinde laboratuvara aktarimi gerceklestirilmistir. Solucanin dis kismindan alinan
kesitin uygun besiyeri ortamina ekilmesiyle 6énce mantar olusumu beklenmis daha
sonra da mantarin tiir teshisi yapilmistir. Teshisi yapilan mantarin, Amerika Ulusal
Saglik Enstitiisii'ne bagli Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi’nin Uluslararasi
Niikleotid Dizisi Veritabani Isbirligi kapsaminda olusturmus oldugu gen bankasina

kaydi yapilmis olup erisim kodu MT273950°dir.

2.1.2. Aspergillus costaricaensis

Mantar alemi, Ascomycota subesinin Trichocomaceae familyasindan olan
Aspergillus costaricaensis Samson & Frisvad mantar1 2018 yili Mayis ayinda Ciral
(Antalya)’dan (36°23'44.2"N 30°28'38.6"E) toplanan Petrosia ficiformis siingerinden
elde edilmistir. Materyal Biyolog Biilent GOZCELIOGLU tarafindan toplanip deniz
suyu igerisinde laboratuvara aktarimi gerceklestirilmistir. Siingerin dis kismindan
alinan kesitin uygun besiyeri ortamina ekilmesiyle 6nce mantar olusumu gergeklesmis
daha sonra da mantarin tiir teshisi gerceklestirilmistir. Teshisi yapilan mantarin,

Amerika Ulusal Saglik Enstitlisi’'ne bagh Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi’nin
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Uluslararas1 Niikleotid Dizisi Veritabani Isbirligi kapsaminda olusturmus oldugu gen

bankasina kaydi yapilmis olup erisim kodu MT273951 dir.

2.1.3. Kullanilan Kimyasallar ve EKipmanlar

2.1.3.1. Kullamilan Kimyasallar

. Sabouraud %2 Dekstroz Agar (Sigma-Aldrich)

. Deniz tuzu (Sigma-Aldrich)

- Distile Su (Merck Millipore)

- Ultra Saf Su (Merck Millipore)

. 2,2-Difenil-1-pikril-hidrazil (DPPH) (Merck)

. Silika jel 60 Kolon dolgu materyali (0.04-0.063, Merck)

. Sephadex LH- 20 Kolon dolgu materyali (Sigma-Aldrich)

= Silika jel 60 F254 Ince Tabaka Kromatografisi plagi (Merck)
. 2,2’-Azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonikasit) diamonyum)
- Askorbik asit

- Mueller Hinton Besiyeri (MHB, Difco) (Merck)

- 3-(4,5-dimetil-2-tiyazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazoliumbromid
. Mueller Hinton Agar (MHA,Oxoid) (Merck)

. Kersetin (Sigma-Aldrich)

] 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilikasit

2.1.3.2. Coziiciiler

. Hekzan (Merck)
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" Etil asetat (Merck)

- Metanol (Merck)

. Petrol eteri (Merck)

. Diklorometan (Merck)
- Aseton (Merck)

- Kloroform (Merck)

. Asetonitril (Merck)

2.1.3.3. Cihaz ve Ekipmanlar

. Laminar flow kabin (Holten)

o Rotavapor R-300 (Biichi)

. Isitict
. Ultrasonik su banyosu
. Schimadzu Spektrofotometre (Japonya)

o UV lambas1

. NMR (Agilent, 600 MHz / Bruker, 400 MHz)
o YPSK (Agilent 1100 Serisi)

. YPSK degasser (G1379A)

. YPSK quatpump (G1311A)

. YPSK autosampler (G1329A)

. YPSK column compartment (G1316A)

. YPSK dioade array detector (G1315B)

o Zorbax XDB-C18 semipreparatif YPSK kolon (9.4 x 250 mm, S5pm)

. Phenomenex analitik YPSK kolon (9.4 x 250 mm, Spum)
. Schimadzu Mikroplate okuyucu (Japonya)

. Kuyucuklu mikroplaklar

. Fungal Cesitlilik Kiti
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2.2. Yontem

2.2.1. Mantar izolasyonu ve Saflastirma

Denizden elde edilen canlilar laboratuvar ortamina getirilmekte ve kesitler
alimarak besiyerlerine ekilmektedir. Mantarlarin petride biiylimesini takiben once
kiiciik oOlgekli ekimi yapilmakta, YPSK analizleri ve biyoaktivite testleri
gerceklestirilmektedir. Bu sonuglara gore biiyiik 6lgekli ekim gergeklestirilerek ekstre
eldesi ve fraksiyonlamayi takiben sekonder metabolit izolasyonuna gecilmektedir

(Sekil 2.1).

Deniz
Canlisinin .
Toplanmasi | - i+ Orneklerin
Besiyerine
Ekilmesi ™ Mantar Tur
Teshisinin
Yapilmasi

Kiglk
Olcekli Ekim

Mantar Ekstesine Ait
Biyoaktivite

Biiyiik Olgekli Ekim
ve Ekstraksiyon

Ham Ekstre

o m———

Sekil 2.1. Deniz canlilarindan mantar ham ekstresi elde etmede gergeklestirilen agamalar
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2.2.1.1. Kullanilan Besiyeri ve Besiyerinin Hazirlanis:

Cizelge 2.1. Canlilarin petri kabinda biiyiimesi i¢in hazirlanan kat1 besiyeri

Bilesen Miktar
Sabouraud Dekstroz Agar 65¢g
Deniz Tuzu 35g
Distile Su 1000 mL

Besiyeri icin kullanilan maddeler bir sise igerisinde karistirildiktan sonra
otoklav cihazinda 121 °C’de 20 dk tutularak sterilize edilmistir (Cizelge 2.1).
Sterilizasyon isleminden sonra alinan besi ortami bir miiddet soguduktan sonra steril
laminar kabin igerisine alinip steril petri kaplarina aktarilmis, petri kaplarindaki

besiyerinin donmasi beklenmistir (Kjer ve ark., 2010).

2.2.1.2 Mantar Izolasyonu

Steril kabin igerisinde Spirorbis sp.’nin hem dis yiizeyinden hem de i¢
ylzeyinden 1x1 cm olacak sekilde kesitler alinmis, steril su ile 3 kez yikanarak
yiizeydeki kirliliklerden armdirilmigtir. Daha sonra pargalarin yiizey sterilizasyon
islemi i¢in %70 lik etanol kullanilmis, parcalar etanolde 1-2 dakika siireyle tutulup
sonra steril pamuk ile kurutulmuslardir. Bu islemden sonra pargalar steril pens
yardimiyla i¢inde besiyeri bulunan steril petri kaplarina aktarilmistir. Petri kaplari
parafilmle hava temasi kesilecek sekilde kapatilip etiketlenmis ve 25 °C’de 14 giin

stireyle liremesi i¢in inkiibatore alinmistir.

Yine aym sekilde Petrosia ficiformis’in hem dis yiizeyinden hem de i¢

ylizeyinden 1x1 cm olacak sekilde kesitler alinmis, steril su ile 3 kez yikanarak
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yiizeydeki kirliliklerden armdirilmigtir. Daha sonra pargalarin yiizey sterilizasyon
islemi i¢in %70 lik etanol kullanilmis, parcalar etanolde 1-2 dakika siireyle tutulup
sonra steril pamuk ile kurutulmuslardir. Bu islemden sonra pargalar steril pens
yardimiyla i¢inde besiyeri bulunan steril petri kaplarina aktarilmistir. Petri kaplar
parafilmle hava temas1 kesilecek sekilde kapatilip etiketlenmis ve 25 °C’de 14 giin

stireyle liremesi i¢in inkiibatore alinmistir (Kjer ve ark., 2010).

2.2.1.3. Mantarlarin Saflastirilmasi

Petri kabina aktarilan kesitlerden ayni petri ilizerinde birden fazla mantar
ireyebilmektedir. Bu nedenle petriler araliklarla kontrol edilip farkli mantar
biliytimeleri goriilmesi durumunda petri lizerine yayilmig olan farkli mantarlar, steril
Ozeler ile taze hazirlanmig besiyerlerine ayr1 ayri aktarilarak tekrar biiylimeleri igin
beklenmistir (Kjer ve ark., 2010). Saflagtirllmis olan mantarlarin petri goriintiileri

asagida verilmistir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Sirasiyla Aspergillus costaricaensis ve Aspergillus terreus mantarlarinin petri kabi

goriintiileri
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2.2.1.4. Saf Mantar Tiirlerinin Uzun Siireli Saklanmasi

Saf olarak elde edilen mantarlarin besiyerinden kiigiik parcalar Eppendorf
tiiplerine alinarak gerek goriildiigii takdirde tekrar kullanmak tizere (-80 °C) derin

dondurucuda saklanmaktadir (Kjer ve ark., 2010).

2.2.1.5. Mantarlarin Tiir Teshis Tayinleri

Mikroorganizmalarla c¢alisildigi  zaman c¢alisilacak mikroorganizmanin
teshisinin tam ve net yapilmasi biiyiik 6nem arzetmektedir. Bu ¢calismada kullanilacak
olan mantarlarin DNA amplifikasyonu yontemi ile beraber ITS bdlgelerinin dizi
analizleri yapilarak taksonomik tanilar1 gergeklestirilip, saflastirilmis mantar tiirlerinin
DNA izolasyonu gerc¢eklestirilmistir. Mantar kiiltiirlerinden DNA izolasyonunda yerli
bir kit olan Biospeedy® Fungal DNA Izolasyon kiti (Bioeksen, Tiirkiye)
kullanilmistir.  izole edilen DNA’larin  spektrofotometrik olarak kaliteleri
degerlendirildikten sonra mantar tiiriinii tayin etmek tizere PCR tabanli Biospeedy®

Fungal Cesitlilik Kiti (Bioeksen, Tiirkiye) kullanilmistir.

Kit, fungi genomik DNA’sinda ITS1-5.8S-ITS2 bolgesine 6zgii olan ileri
primer (TCCTCCGCTTATTGATATGC) ve geri primer
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGQG) ciftini ve optimize qPCR (Ger¢ek Zamanlh
PCR) kimyasallarin1 icermektedir. Tiim reaksiyonlar Biorad CFX Connect (Bio-Rad
Laboratories, Amerika) qPCR cihazi kullanilarak yapilmistir. Cihazda, primer ¢iftine
0zgii optimizasyonu saglanmis 1s1 donglisii 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.
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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 fungal 6rnek igin
elde edilen sekans dizileri Chromas software package version 1.45°de analiz
edilmigstir. Elde edilen sekanslar, NCBI DNA data bankasinda ITS boélgesi belirlenmis
bilinen fungal tiirler ile karsilastirilmig (BLAST-
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ) ve en ¢ok benzeyen tiirler ile eslestirilmistir.

Benzerlik oran1 >%98 olan tiirlerin ayn1 oldugu kabul edilmistir(Y. Sun ve ark., 2012).

2.2.1.6. Kiiciik Ol¢ekli Mantar EKimi

Kiiciik 6lgekli mantar ekimi i¢in agsagidaki verilen kat1 besiyeri kullanilmigtir
(Cizelge 2.2). Besiyeri 3 adet 1 litrelik erlende hazirlanmis, hazirlanan besiyerleri
agizlar1 kaucguk tipa ile kapatildiktan sonra otoklov ile 121 °C de 20 dakika siireyle
sterilize edilmistir. -80 °C’de saklanan mantar Orneginden SDA besiyeri ile
hazirlanmis olan petri kaplarma ekim yapilmis, biiylimeleri i¢in 1 hafta siireyle
beklenmistir. Biiyliyen mantarlar kati besiyeri igeren erlenlere aktarilmis ve
mantarlarin yeterli biiyiikliige erisip metabolit liretimini gergeklestirebilmeleri igin,
erlenler 1s1ktan uzak serin ve ayr1 bir odada 4 hafta siireyle bekletilmislerdir. Bu siire
sonunda erlenlerin i¢inde bulunan mantarlar etil asetat ile ekstraksiyona tabi
tutulmuslardir. Kiiciik dlgekli ekimden elde edilen bu ekstrelerin Ince Tabaka
Kromatografisi ve Yiiksek Basingli Sivi  Kromatografisi ile analizleri

gerceklestirilmistir (Kjer ve ark., 2010).

Cizelge 2.2. Mantarlarin biiytitiilmesi i¢in hazirlanan kat1 besiyeri

Bilesen Miktar
Piring 100 g
Distile Su 100 mL
Yapay Deniz Tuzu 35¢g
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2.2.1.7. Biiyiik Ol¢ekli Mantar Ekimi

Biiyiik 6l¢ekli mantar ekimi i¢in, mantar kaynagi olarak yine -80 °C’de
saklanan mantar drneginin SDA besiyeri igeren petri kaplarina ekimi yapilmis ve 1
hafta siireyle biliyiimeleri beklenmistir. Mantarlar biiyiidiikten sonra, 2 litrelik 60
erlene kiiclik 6l¢ekli ekim i¢in hazrilanan ile ayn1 besiyeri hazirlanip aktarilmis ve bu
erlenler besiyeri ile sterilize edilerek, petrilerde biiyiiyen mantarlar, steril, keskin bir
aparat ile kii¢lik parcalara ayrilip bu erlenlerdeki besiyerlerine aktarilmistir. Erlenler
agz1 kapal1 bir sekilde oda sicakliginda ve 151k gérmeyen ayri bir alanda birakilmis ve
4 hafta sonra mantarlarin biiylime durumu kontrol edilerek ekstraksiyon asamasina

gecilmistir (Kjer ve ark., 2010).

2.2.2. Mantarlarin Ekstraksiyonu

4 hafta sonunda erlenler alindiginda mantar miselyumlarini igeren kiiltiir
ortamina miselyumlarin hizasini gececek sekilde etil asetat eklenmistir ve etil asetatin
biitiin mantar sporlarini 1slatabilmesi ve fermantasyonu sonlandirabilmesi i¢in 24 saat
beklenilmistir. Bu silirenin sonunda erlenlerin kapaklar1 acilmis ve mantar
miselyumlar1 pargalanarak, calkalayici cihaz yardimiyla 24 saat ekstraksiyona tabi
tutulmuglardir. Sonra etil asetat kismu alinarak rotavapor yardimiyla ekstre
yogunlastirilmig ve ¢oziicii uzaklastirilmistir. Erlenlerdeki miselyumlara tekrar etil
asetat eklenerek yeniden 24 saat boyunca c¢alkalayici yardimiyla ekstraksiyon
yapilmistir. 4. tekrarin sonunda kiiltiir ortamindan etil asetata herhangi bir renk gegisi
olmadig1 gozlenmis ve ekstraksiyon bu sekilde sonlandirilmistir. Toplanan tiim etil
asetat fazi rotavapor yardimiyla 38 °C’de yogunlastirilmis ve yagl ekstre elde

edilmistir (Kjer ve ark., 2010).
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2.2.3. Sekonder Metabolit izolasyonu

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

sekonder metabolit izolasyon siirecine baslanilmistir.

2.2.3.1. Vakum Sivi Kromatografisi (VSK)

Ham ekstrelerin kaba fraksiyonlara ayrilmasinda VSK onemli bir rol
oynamaktadir. Kolon kuru ylikleme metodu ile kurulmustur. Kullanilan kolonun cap1
10 cm olup dolgu uzunlugu 35 cm olarak kaydedilmistir. Aspergillus terreus
mantarinin biiyiik 6lgekli ekimi sonrasinda elde edilen ekstre Hekzan ve %90’lik
Metanol ile sivi-sivi ekstraksiyona tabi tutulmus, olusan 2 faz kuruluga kadar
ucurulmustur. %90’lik Metanol fazi tamamen ¢6ziiciiden kurtarildiktan sonra ¢ok az
miktarda aseton igerisinde c¢oziilerek silika jel ile karistirllmis ve vakum sivi
kromatografisi ile polaritesine gore fraksiyonlara ayrilmistir. Uygulamada sabit faz
olarak silika jel (70-230 mesh) dolgu maddesi, mobil faz olarak sirasiyla Hekzan : Etil
Asetat ¢oziiciilerinin ve Diklorometan : Metanol coziiciilerinin degisen orandaki
karisimlart kullanilmistir. Aspergillus terreus mantarinin %90°lik Metanol fazinin
7.06 g olan ekstresi VSK uygulamasi sonrasinda 8 alt fraksiyona ayrilmis ve

fraksiyonlar rotavapor kullanilarak ¢éziiciilerinden kurtarilmistir (Czielge 2.3).

Cizelge 2.3. Aspergillus terreus mantarinin %90 Metanollii fazinin VSK fraksiyonlari

Fraksiyon Hekzan, mL Etil asetat, mL Fraksiyon miktari, mg
1 300 700 360
Diklorometan, mL Metanol, mL
2 1000 0 1,552
3 900 100 860
4 800 200 1,052
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Cizelge 2.3. Devam

5 700 300 965
6 500 500 306
7 300 700 220
8 0 1000 185

Aym sekilde Aspergillus costaricaensis mantarinin biiyiik Olgekli ekimi

sonrasinda elde edilen ekstre Once
ekstraksiyona tabi tutulmus, fazlar ayristirilarak ¢oziiciiden kurtarilmistir. %90

Metanollii faz az miktarda aseton ile ¢oziiliip silika jel ile karistirilarak vakum sivi

%90’lik Metanol ve Hekzan ile sivi-sivi

kromatografi uygulamasindan gegirilmistir. Uygulamada sabit faz olarak silika jel (70-

230 mesh) dolgu maddesi kullanilmis, mobil faz olarak sirasiyla Hekzan : Etil Asetat

¢oOziiciilerinin ve Diklorometan : Metanol ¢oziiciilerinin degisen orandaki karigimlari

kullanilmuistir.

Aspergillus costaricaensis mantarinin %90’lik Metanol fazinin 5.48 g olan

ekstresi VSK uygulamasi sonrasinda 10 alt fraksiyona ayrilmis ve fraksiyonlar

rotavapor kullanilarak ¢oziiciilerinden kurtarilmistir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. Aspergillus costaricaensis mantarinin %90 metanollii fazinin VSK fraksiyonlar

Fraksiyon Hekzan, mL Etil asetat, mL Fraksiyon miktari, mg
1 400 600 860
2 300 700 650
3 200 800 945
4 100 900 350
Diklorometan, mL Metanol, mL
5 1000 0 1035
6 600 400 284
7 500 500 329
8 400 600 463
9 300 700 153
10 0 1000 90
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2.2.3.2. ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Ince tabaka kromatografisi icin analiz edilecek ekstre ve fraksiyonlar ok az
miktarlarda alinarak ¢oziinebildigi bir ¢oziicii ile s1v1 hale getirilmistir. Sonra bir kilcal
pipet yardimiyla sivi haldeki numune almip hazir ITK plagmin iizerine uygulama
yapilmis ve plak uygun ¢oziicii sistemi ile doyurulmus olan ITK tankinmn igine
yerlestirilerek ¢6ziicli sisteminin plak {izerinde yliriimesi takip edilmistir (Cizelge 2.5).
Coziicli sistemi plagin iistten 1 santimetre altina ulastiginda plak tanktan ¢ikarilarak
kurutulmus ve 254 ile 366 nm UV 1sik altinda plak iizerinde olusan lekeler

gozlenmistir.

Cizelge 2.5. Farkli polaritedeki maddelerin ayriminda kullanilan ITK ¢éziicii sistemlerinin
gosterimi

Ayrilmak Istenen Bilesik Polaritesi Kullanilan Coziicii Sistemi

Hekzan : Etil Asetat 8:2
Nonpolar Bilesikler Petrol Eteri : Etil Asetat 4:1
Petrol Eteri : Etil Asetat 2:1
DCM : MeOH 10:0,3
Semipolar ve Polar bilesikler DCM : MeOH 9,5 : 0,5
CH3Cl : MeOH 9:1

ITK analizi sonucunda preparatif ITK metodu ile saflastirilmaya uygun

goriilen maddeler preparatif ITK uygulamasi yapilarak saflastirilmistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Aspergillus costaricaensis mantarimn %100 DCM fraksiyonunun alt fraksiyonuna
uygulanan semipreparatif ITK calismasi

2.2.3.3. Acik Kolon Kromatografisi

Vakum sivi kromatografisinden elde edilen fraksiyonlar ile yapilan iTK
analizleri ve YPSK analizleri incelenerek kolon kromatografisi ile ayrimi
yapilabilecek olan fraksiyonlar belirlenmistir. Bu fraksiyonlar silika jel veya sefadeks
dolgu maddesi ile doldurulmus olan kolona uygulanmistir. Analizler sonucunda
polaritelerine gore rahat ayrim yapilabilecegi diigiiniilen fraksiyonlar dogrudan
silikajel kolona uygulanmistir. Madde polaritelerinin birbirine ¢ok yakin oldugu
fraksiyonlarda madde kaybina da meydan vermemesi sebebiyle sefadex kolona
uygulama yapilmis ve maddelerin molekiil biiyiikliiklerine gore ayrilip ayrilmadigi
gbzlenmistir. Dolgu materyalinde catlama olmasi riskini azaltmak i¢in hem silika jel

kolonlarda hem sefadex kolonlarda 1slak yiikleme metodu kullanilmistir.
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2.2.3.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK)

Vakum sivi kromatografisinden elde edilen fraksiyonlar YPSK ile analiz
edilmis ve YPSK ile sekonder metabolit izolasyonu i¢in uygun olan fraksiyonlar
belirlenmistir. Bu fraksiyonlardan, semi-preparatif kolon kullanilarak, analiz gradient
¢oOziicii sisteminde gergeklestirilen modifikasyonlar sonucunda, her bir fraksiyondan
madde toplanabilmesi icin ideal ¢dziicii sistemi bulunarak etken madde izolasyonu
gerceklestirilmistir. ' YPSK analizlerinde Agilent 1100 Series YPSK sistemi
kullanilmis olup cihazda, , column compartment (G1316A) ve dioade array detector
(G1315B) kompartmanlari bulunmaktadir. Analiz ¢alismalarinda 6rnekler 20 pl
hacminde, semipreparative c¢aligmalarda 40 pl  hacminde enjeksiyon
gerceklestirilmistir. 190 nm den 400 nm’ye kadar olan tiim dalga boylar1 biitiin
caligmalarda kaydedilmistir. Analiz caligmalarinda kullanilan gradient ¢oziicii sistemi

asagida verilmistir (Cizelge 2.6).

Cizelge 2.6. Analitik YPSK analizlerinde kullanilan gradient ¢dziicii sistemi

Siire Ultra Saf Su (%) Asetonitril (%) Akis hizi1 (ml/dk)
0 90 10 1,000
5 90 10 1,000
10 70 30 1,000
15 60 40 1,000
20 40 60 1,000
30 30 70 1,000
40 20 80 1,000
55 90 10 1,000
60 90 10 1,000
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2.2.4. Biyoaktivite Calismalar

Mantar ekstreleri elde edildikten sonra bu ekstreler iizerinde antioksidan,
antimikrobiyal ve sitotoksik aktivite testleri yapilmistir. Mantarlardan izole edilen ve
yapist aydinlatilan maddeler iizerinde antialerjik ve antienflamatuvar biyoaktivite

testleri yapilmistir.

2.2.4.1. Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal duyarlilik testi, modifiye mikrodiliisyon yontemi kullanilarak
bakteriler i¢in CLSI M07-A9’da mayalar i¢in CLSI M27-A3’de belirtilen standartlara
gbre 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 diisiilk konsantrasyon minimum
inhibisyon konsantrasyonu olarak kabul edilmistir. Bu test icin 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 (Neumann, 2008).

2.2.4.2. Antienflamatuvar Aktivite

Insan nétrofilleri, bildirilen prosediirii takiben saglikli yetiskin goniilliilerin

(20-30 yas) venoz kanindan elde edilmistir(Korinek ve ark., 2017). Aktive edilmis
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notrofiller tarafindan siiperoksit anyon olusumunun O&l¢limii, referans kaynakta
belirtildigi lizere ferrisitokrom c'nin azaltilmasina dayanmaktadir. Aktiflestirilmis
notrofiller tarafindan elastaz salimi, referans alinan yontem dogrultusunda elastaz
substratt  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 Genistein kullanilmistir

(Ebada ve ark., 2020).

2.2.4.3. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite

Antioksidan aktivitenin tayininde DPPH maddesi sik kullanilan bir serbest
radikaldir. Bu metotta siiptiriicii etkinlik DPPH radikali kullanilarak ol¢iilmektedir.
Antioksidan kapasite DPPH radikalinin antioksidan bir madde tarafindan indirgenmesi
yolu ile saptanir. Bu metot basit ve hizli olup kullanilan materyaller agisindan uygun

maliyetli bir antioksidan aktivite 6l¢lim yontemidir.

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 ul) kuyucuklarda (96’lik-eliza
plaklar1) hazirlanmis olup her 6rnegin iizerine DPPH c¢ozeltisinden (150 pl) ilave
edilmistir. 30 dakika 37°C ve karanlikta inkiibe edildikten sonra Orneklerin
¢oziinmesinde kulanilan Dimetilsiilfoksit (DMSO) ile olusan kore karst 517 nm’de
absorbanslar1 kaydedilmistir. Kontrol olarak, herhangi bir numune eklenmeden
DMSO fiizerine DPPH ¢ozeltisi eklenmis ve Ol¢iim yapilmistir. Azalan absorbans
geriye kalan DPPH ¢o0zeltisi miktarin1 yani serbest radikal siipliriicii aktivitesini
vermistir. Absorbanslar 3 kez tekrar okunmus ve ortalamalari alinarak sonuglar
degerlendirilmistir. Sonuglarin degerlendirilmesinde referans olarak Askorbik asit ve

Kersetin maddeleri kullanilmistir. (Shirwaikar ve ark., 2006). Sonuglar GraphPad
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Prism programinda nonlineer regresyon metoduyla inhibitor logaritma degerine kars1

cevap degeri okunarak degerlendirilmistir.

2.2.4.4. ABTS Radikali Siipiiriicii Aktivitesinin 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
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 pg/mL) 6rnekler (25 pL) kuyucuklarda (96’°lik-eliza plate) hazirlanmis
ve her drnegin iizerine ABTS+ ¢ozeltisinden (275 pL) ilave edilmistir. Orneklerin
absorbanslar1 734 nm’de 1-6 dakika siiresinde okunmustur. Elde edilen sonug¢lar hem
ICso 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 hazirlanmis ve 25 pL her konsantrasyon tlizerine 275 pLL ABTS' ¢ozeltisi
eklenerek absorbans 734 nm’de okunmustur (M. H. Huang ve ark.,, 2011).
Absorbanslar 3 kez tekrar okunmus ve ortalamalar1 alinarak sonuglar
degerlendirilmistir. Sonuglarin degerlendirilmesinde referans olarak Askorbik asit ve
Kersetin maddeleri kullanilmistir. Sonuglar GraphPad Prism programinda nonlineer
regresyon metoduyla inhibitér logaritma degerine karsi cevap degeri okunarak

degerlendirilmistir.

2.2.4.5. Alkalin DMSO Yontemiyle Siiperoksit Radikal Siipiiriicii Aktivitesinin
Tayini (SO)

Alkalin DMSO yontemi deney ortaminda, DMSO tarafindan olusturulan
stiperoksit radikali, NBT (Nitro Mavi Tetrazolyum) ile renkli diformazan bilesigi
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olusturmasina dayanmaktadir. Bu yontemde 1 mL alkalin DMSO (0.9 ml DMSO + 0,1
mL 5 mM NaOH) iizerine 0,1 mL NBT (1 mg/mL) ve 0,3 mL farkh
konsantrasyonlarda ekstre (40000, 20000, 10000, 5000, 2500, 1250, 625, 312,5;
156,25; 78,125 ng/mL) ilave edilmistir ve son hacmin 1,4 mL olmasina dikkat edilerek
560 nm’de absorbans Sl¢iilmiistiir (Harput ve ark., 2011). Absorbanslar 3 kez tekrar
okunmus ve ortalamalar1 alinarak sonuglar degerlendirilmistir. Sonuglarin
degerlendirilmesinde referans olarak Askorbik asit ve Kersetin maddeleri
kullanilmistir. Sonuglar GraphPad Prism programinda nonlineer regresyon metoduyla

inhibitdr logaritma degerine karsi cevap degeri okunarak degerlendirilmistir.

2.2.4.6. Nitrik Oksit Radikal Siipiiriicii Aktivitesinin Tayini (NO)

Her ekstreden farkli konsantrasyonda (40000, 20000, 10000, 5000, 2500, 1250,
625,312,5, 156,25, 78,125 pg/mL) 60 uL 96'lik plaklara konulmustur. Ekstrelerin
tizerine 60 pL sodyum nitroprusit (10 mM) ilave edilip ve 25 ‘C de 150 dakika
bekletilmistir. Daha sonra iizerine 120 pL Griess reaktifi (%1 siilfanilamit, %0,1
naptiletilen diamin dihidroklorit, %2,5 H3POs) eklenip, ve 577 nm’de absorbans
Olclilmiistiir (Tsai ve ark., 2007). Absorbanslar 3 kez tekrar okunmus ve ortalamalari
aliarak sonuglar degerlendirilmistir. Sonuglarin degerlendirilmesinde referans olarak
Askorbik asit ve Kersetin maddeleri kullanilmistir. Sonuglar GraphPad Prism
programinda nonlineer regresyon metoduyla inhibitor logaritma degerine karsi cevap

degeri okunarak degerlendirilmistir.

2.2.4.7. 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
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Eagle's medyasinda (DMEM) % 5 CO; ile nemlendirilmis hava olan bir bolmede 37 °
C'de kiiltiire alinmistir. Numunelerin (ham ekstre i¢cin 10 ila 100 pg/mL ve saf
bilesikler icin 1 ila 400 uM) bazofilik 16semi hiicre hatti (RBL-2H3) iizerindeki
potansiyel sitotoksik etkileri, Korinek ve ark. (2016) gerceklestirmis oldugu [3-(4,5-
dimetiltiazol-2- il)-2,5- difenil tetrazolyum bromiir] MTT testi baz alinarak

belirlenmistir (Korinek ve ark., 2016).

2.2.4.8. Sitotoksik Aktivite Tayini

Mantar ekstrelerinin sitotoksik etkinliklerinin 6lgiilmesinde Mossman
tarafindan gelistirmis olan 6l¢iim metodu kullanilmistir. HCT-116 kolon kanseri
hiicreleri (2x10 4 hiicre / kuyucuk) 96°lik ve 39’luk plaklara ekilmistir. %5 CO> iceren
37 °C sicakliga sahip inkiibatorde 24 saat inkiibe edildikten sonra, kuyucuklardaki
besiyeri degisik konsantrasyonlardaki (1-2000 pg/mL) ekstre ¢ozeltilerini iceren 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 ¢dzeltisinde (PBS) hazirlanmistir ve kuyucuklara
eklenerek 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda canli hiicrelerdeki
dehidrogenaz enzimi MTT’yi mor renkli formazan yapisina indirgemistir. Siire
sonunda kuyucuklara, olusan formazan kristallerinin ¢éziinmesini saglamak amaciyla
100’er uL DMSO ilave edilmis ve 550 nm’de absorbanslar okunmustur (Mosmann,
1983). Absorbanslar 3 kez tekrar okunmus ve ortalamalar1 alinarak sonuglar
degerlendirilmistir. Sonuglarin degerlendirilmesinde referans olarak Kamptotesin
maddesi kullanilmistir. Sonuglar GraphPad Prism programinda nonlineer regresyon
metoduyla inhibitér logaritma degerine karst cevap degeri okunarak

degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Kromatografi Analizlerine Dair Bulgular

3.1.1 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Analizleri

Calisilan mantar ekstreleri ve fraksiyonlarinin sekonder emtabolit i¢eriklerinin
kontrol edilmesi ve sekonder metabolit izolasyonuna gegilebilmesi i¢cin YPSK

analizleri ile degerlendirilmeleri yapilmistir.

Etil asetat rotavaporda ucurularak elde edilen kuru ham mantar ekstreleri
metanol ile ¢oziilerek YPSK analizine tabi tutulmuslardir. Yapilan analizlerde her iki
mantar ekstresinin de birden ¢ok maddenin izolasyonu igin elverisli oldugu

goriilmiistir (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2).

[T DAD1B, Sig=254 4 Refoff(DILARA ZEHRA MERKEZIMANTAR 2017IDENIZ 2017-04-27 08-54-241M80 SAD)

30

250

20

1501

Sekil 3.1. Aspergillus terreus mantar ekstresinin YPSK Profili
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DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (D-I-Z HARICNMANTAR 2017\MANTAR 2017-04-25 07-45-22\C4DIS$.D)
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Sekil 3.2. Aspergillus costaricaensis mantar ekstresinin YPSK Profili

Aspergillus terreus ve Aspergillus costaricaensis mantarlarina ait ham ekstreler VSK
ile fraksiyonlandiktan sonra YPSK analizleri yiiriitiilmiistiir. Aspergillus terreus

mantarinin 1. fraksiyonu Sekil 3.3.’te verilmistir.

[T DADF, Sig=2604 Ref=off[BRAHIM MERKEZ HPLCIATIASP TERY7-15 2018-03-08 11:51- 6IFRAKSIYON TASP.D)
mAU
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409
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3004

22.803

204
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160

100

Sekil 3.3. Aspergillus terreus Fraksiyon 1 YPSK kromatogrami
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Aspergillus terreus mantarinin 2. fraksiyonu Sekil 3.4.’te verilmistir.

DAD1 E, Sig=330,4 Ref=off (ASPTER ANA FRAKSIYONLAR\MANTAR 2018-07-02 18-19-42\ASP TER FR 8.D)
mAU 2 8
S -
2
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5004
0 U\,./J
T T T T T
0 10 20 30 40 50

Sekil 3.4. Aspergillus terreus Fraksiyon 2 YPSK kromatogrami

Aspergillus terreus mantarinin 3. fraksiyonu Sekil 3.5.’te verilmistir.

[ DADB, Sig=254,4 Ref=off (BRAHIMIAT..PTER ANA FRAKSIYONLARIANTAR 2018-07-02 18-19-42ASP TER FR 10D)

U 8
0
%0
0

2509

2009

19.963

1804

1004

Sekil 3.5. Aspergillus terreus Fraksiyon 3 YPSK kromatogrami
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Aspergillus terreus mantarinin 4. fraksiyonu Sekil 3.6.’da verilmistir.

(] DAD! C, Sig=2804 Ref=of (BRAHIMIAT..PTER ANA FRAKSIYONLARIANTAR 2018-07-02 18-1942ASP TER R 1.0)
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Sekil 3.6. Aspergillus terreus Fraksiyon 4 YPSK kromatogrami

Aspergillus terreus mantarinin 5. fraksiyonu Sekil 3.7.’de verilmistir.

[T DAD! A, Sig=2104Ref=0f (BRAHIMIAT..PTER ANA FRAKSIYONLARIANTAR 2018-07-02 18-19-424SP TER FR 120)
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Sekil 3.7. Aspergillus terreus Fraksiyon 5 YPSK kromatogrami
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Aspergillus terreus mantarinin 6. fraksiyonu Sekil 3.8.’de verilmistir.

(] DAD1B, Sig=2544 Ref=of (BRAHIMAT..PTER ANA FRAKSIYONLARIWANTAR 2018-07-02 18-19-42ASP TER FR 130)
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Sekil 3.8. Aspergillus terreus Fraksiyon 6 YPSK kromatogrami

Aspergillus terreus mantarinin 7. fraksiyonu Sekil 3.9.’da verilmistir.

(] DAD1D, Sig=3104 Ref=of (BRAHIIAT..PTER ANA FRAKSIYONLARNANTAR 2018-07-02 16-19-4214SP TERFR 14D)

i ]
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Sekil 3.9. Aspergillus terreus Fraksiyon 7 YPSK kromatogrami
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Aspergillus terreus mantarinin 8. fraksiyonu Sekil 3.10.’da verilmistir.

[] DAD1B, Sig=2544 Ref=f (BRAHIIAT..PTER ANA FRAKSIYONLARNANTAR 2016:07-02 16-1942ISP TER FR 15

Sekil 3.10. Aspergillus terreus Fraksiyon 8 YPSK kromatogrami

Aspergillus costaricaensis mantarinin 1. fraksiyonu Sekil 3.11.’de verilmistir.

DAD1 B, Sig=254,4 Ref=off (G4 Di$ VLC FRAKSIYONLARITRICHODERNA 2019-02-18 12-05-22\1.D)
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Sekil 3.11. Aspergillus costaricaensis Fraksiyon 1 YPSK kromatogrami
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Aspergillus costaricaensis mantarinin 2. fraksiyonu Sekil 3.12.’de verilmistir.

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (G4 Di$ VLC FRAKSIYONLARITRICHODERMA 2019-02-18 12-05-2212.D)
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Sekil 3.12. Aspergillus costaricaensis Fraksiyon 2 YPSK kromatogrami

Aspergillus costaricaensis mantarinin 3. fraksiyonu Sekil 3.13.’te verilmistir.

DAD1 E, Sig=330,4 Ref=off (G4 Di$ VLC FRAKSIYONLAR\TRICHODERMA 2019-02-18 12-05-22\3.D)
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Sekil 3.13. Aspergillus costaricaensis Fraksiyon 3 YPSK kromatogrami
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Aspergillus costaricaensis mantarinin 4. fraksiyonu Sekil 3.14.’te verilmistir.

mAU

16004

14004

12004

10004

8004

6004

404

2004

14197

14.863

16.064
16.835

17.734

18.201

[T DADB, Sig=2544 Ref=off (BRAHIMICADICA DIS VLC FRAKSIYONLARTTRICHODERMA 2016-02-18 12-05-224.0)
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Sekil 3.14. Aspergillus costaricaensis Fraksiyon 4 YPSK kromatogrami

Aspergillus costaricaensis mantarinin 5. fraksiyonu Sekil 3.15.’de verilmistir.
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Sekil 3.15. Aspergillus costaricaensis Fraksiyon 5 YPSK kromatogrami
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Aspergillus costaricaensis mantarinin 6. fraksiyonu Sekil 3.16.’de verilmistir.

[ DADTB Sig=254 4 Ref=of (BRAHIVICADICA DIS VLC FRAKSIYONLARTTRICHODERMA 201G-02-18 1205.2270]
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Sekil 3.16. Aspergillus costaricaensis Fraksiyon 6 YPSK kromatogrami

Aspergillus costaricaensis mantarinin 7. fraksiyonu Sekil 3.17.”de verilmistir.

[T DADB, Sig-2544 Ref=off (BRAHIMICADICA DIS VLC FRAKSIYONLARITTRICHODERMA 2016-02-18 12:05-228.0)
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Sekil 3.17. Aspergillus costaricaensis Fraksiyon 7 YPSK kromatogrami
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Aspergillus costaricaensis mantarinin 8. fraksiyonu Sekil 3.18.’de verilmistir.
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Sekil 3.18. Aspergillus costaricaensis Fraksiyon 8 YPSK kromatogrami

Aspergillus costaricaensis mantarinin 9. fraksiyonu Sekil 3.19.’de verilmistir.

[T DADB, Sig=2544 Ref=off (BRAHIMICADICA DIS VLC FRAKSIYONLARITRICHODERNIA 2019-02-18 12:05-22110.0)
AU N

10
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Sekil 3.19. Aspergillus costaricaensis Fraksiyon 9 YPSK kromatogrami
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Aspergillus costaricaensis mantarinin 10. fraksiyonu Sekil 3.20.’de verilmistir.

(] DAD! B, Sig=254 4 Ref=0f (BRAHIMICADICA DIS VLC FRAKSIYONLARITRICHODERMA 2016-02-18 12:05-22113D)
mAU

1a.881

Sekil 3.20. Aspergillus costaricaensis Fraksiyon 10 YPSK kromatogrami

Sekil 3.21°de Aspergillus terreus mantarimin metanollii fazinin 2.
fraksiyonundan izole edilen maddelere ait pikler, Sekil 3.22 de Aspergillus terreus
Hekzan fazi Fraksiyon 7°den izole edilen maddeye ait pik YPSK kromatogrami

izerinde gosterilmistir.

DAD1E, Sig=330.4 Ref=ff BRAHIMIATIASPTER ANA FRAKSIYONLARWANTAR 2018-07-02 18-19-421ASP TER FR 8.0)
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Sekil 3.21. Aspergillus terreus Fraksiyon 2’den izole edilen maddelere ait pikler
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DAD1D, Sig=3304 Ref=off (IBRAHIMIATIASP TER HEXANEAN 8 2019-07-03 16-56-351AT-HEX 7.)
mAU DAY, 6570 (747 A, FEXTSSPRTD
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Sekil 3.22. Aspergillus terreus Hekzan faz1 Fraksiyon 7’den izole edilen maddeye ait pik

Sekil 3.23’te Aspergillus costaricaensis mantarinin metanollii fazinin 1.
fraksiyonundan izole edilen maddeye ait pik, Sekil 3.24’te Aspergillus costaricaensis
mantarinin metanollii fazinin 2. fraksiyonundan izole edilen maddelere ait pikler, Sekil
3.25’te Aspergillus costaricaensis mantarinin metanollii fazinin 3. fraksiyonundan
izole edilen maddelere ait pikler, Sekil 3.26’da Aspergillus costaricaensis mantarinin
metanollii fazinin 5. fraksiyonundan izole edilen maddeye ait pik YPSK kromatogrami

lizerinde gosterilmistir.

DADI C, Sig=280.4 Ref=of (BRAHIMICADICA DIS VLC FRAKSIYONLARITRICHODERHIA 2019028 1205:221.)
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Sekil 3.23. Aspergillus costaricaensis Fraksiyon 1’den izole edilen maddeye ait pik
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DADT A, Sig=2104 Ref=offBRAHIMCADICA DIS VLC FRAKSIYONLARITRICHODERMA 2019-02-18 12:05-22120)
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Sekil 3.24. Aspergillus costaricaensis Fraksiyon 2’den izole edilen maddelere ait pikler

DAD! B, Sig=254 4 Ref=offBRAHIMICADICA DIS VLC FRAKSIYONLARITRICHODERMA 2019-02-18 12:05-223)
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Sekil 3.25. Aspergillus costaricaensis Fraksiyon 3’ten izole edilen maddelere ait pikler
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DADY E, Sig=330 4 Ref=off (BRAHIMICADICA DIS VLC FRAKSIYONLARITRICHODERMA 2019-02-18 12-05-2250)
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Sekil 3.26. Aspergillus costaricaensis Fraksiyon 5’ten izole edilen maddeye ait pik

Sekil 3.27°de Biitirolakton VI maddesinin izole edildigi preparatif YPSK metoduna ait
kromatogram verilmistir.

] DAD1 B, Sig=2304 Ref=off (IBRAHIM MERKEZ HPLCIATIAT HEX 7S5IDILARA 2019-07-22 16-44-041AT HEX 75501.D)
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15004

Toplanan pik

10004

5004

Sekil 3.27. Biitirolakton VI maddesinin izole edildigi preparatif YPSK metoduna ait
kromatogram

Sekil 3.28’de Rubrofusarin B maddesinin izole edildigi preparatif YPSK metoduna ait
kromatogram verilmistir.
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[ DAD! A, Sig=2104 Ref=off (BRAHIICA... 2 SEFADEX VIAL 24 TOPLAMAIAN 8 2010-09-16 1242-3TIVIAL 2401 D)
AU 8
oy Toplanan pik
17504 ) o
E 5
15004
12504
10004
7504
504
201
‘ ‘ ‘ N —
0 25 5 15 10 125 15 175 i

Sekil 3.28. Rubrofusarin B maddesinin izole edildigi preparatif YPSK metoduna ait
kromatogram

Sekil 3.29°da p-Hidroksifenil asetik asit metil ester maddesinin izole edildigi
preparatif YPSK metoduna ait kromatogram verilmistir.

[Z] DAD! A, Sig=2104 Ref=off (BRAHIMICA... 2 SEFADEX VIAL 24 TOPLAVAIAN 8 2018:09-16 1242-37IVIAL 2401.0)

Toplanan pik

20004

1750

o.a69
16.873

15004

12504

10004

T80

50

2509

75 10 125 1 15 i

Sekil 3.29. p-Hidroksifenil asetik asit metil ester maddesinin izole edildigi preparatif YPSK
metoduna ait kromatogram

Sekil 3.30’da 8-O-Demetilflavasperon B ve Fonsekin maddelerinin izole edildigi

preparatif YPSK metoduna ait kromatogram verilmistir.
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(] DAD! A, Sig=210 4 Ref=360,100 (BRAHIM ME...4DISEYDA BEHER &1 1IDILARA 20104-2 17-13-56BEHER 3-111.D)
A4

17504
1504

1250

] Toplanan Pik p

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 1 hi] i

Sekil 3.30. 8-O-Demetilflavasperon B ve Fonsekin maddelerinin izole edildigi preparatif
YPSK metoduna ait kromatogram

3.1.2 ince Tabaka Kromatografi Analizleri

Mantar ekstrelerinin fraksiyonlanmasinda ve elde edilen fraksiyonlarin kolona
uygulandiktan sonraki kontroliinde ince tabaka kromatografisi 6nemli bir yer
tutmaktadir. izole edilen bilesiklerden 4-hidroksi-3-(3-metilbiit-2-en-1-il) benzaldehit

maddesi ince tabaka kromatografisi yolu ile saflastirilmistir (Sekil 3.31).

Sekil 3.31. 4-hidroksi-3-(3-metilbiit-2-en-1-il) benzaldehit maddesinin saflastirildign ITK
plagt
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Izole edilen bir diger madde olan Oktadesil 3-(3,5-di-tert-biitil-4-hidroksifenil)
propionat maddeside yapilan bir ince tabaka kromatografisinin sonucunda

saflastirilarak izole edilmistir (Sekil 3.32). Sekil 3.33’te Rubrofusarin maddesinin

preparatif ITK metodu ile saflastiriimasi gdsterilmistir.

Sekil 3.32. Oktadesil 3-(3,5-di-tert-biitil-4-hidroksifenil) propiyonat maddesinin
saflastirldig: ITK plag

Sekil 3.33. Rubrofusarin maddesinin saflastirildig1 ITK plag:
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Sekil 3.34’te Fonsekinon D maddesinin preparatif ITK metodu ile

saflagtiritlmas1 gosterilmistir.

Sekil 3.34. Fonsekinon D maddesinin saflastirildig1 iTK plag

Aspergillus costaricaensis mantarinin 3. fraksiyonu ileri saflagtirma i¢in ince
tabaka kromatografisine uygulanmig Sekil 3.35 teki ayrim elde edilmistir.
Uygulamada mobil faz olarak hekzan : etil asetat 1:5 sistemi kullanilmigtir.
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Sekil 3.35. Aspergillus costaricaensis mantarinin 3. Fraksiyonunun ITK analizi

Aspergillus terreus mantarinin 2. Fraksiyonu YPSK analizinden sonra kolona
uygulanmis ve kolondan toplanan tiipler ince tabaka kromatografisine uygulanarak
ayrim gozlenilmistir (Sekil 3.36). Uygulamada mobil faz olarak kloroform : metanol

8:1 sistemi kullanilmuistir.

Sekil 3.36. Aspergillus terreus mantarmin 2. Fraksiyonunun ITK analizi
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3.2. Aktivite Analizlerine Dair Bulgular

YPSK analizlerinden izolasyon yapilabilecegi kanaatine varilan ekstrelerde
biyoaktivite ¢caligsmalarina gecilmistir. Se¢ilen mantar ekstrelerinde DPPH, SO, NO ve
ABTS yontemleriyle antioksidan aktivite (Cizelge 3.1), MTT testiyle HCT-116 hiicre
hatt1 iizerinde sitotoksik aktivite (Cizelge 3.2) incelenmis ayrica antimikrobiyal

aktivite (Cizelge 3.3) de arastirilmistir.

Cizelge 3.1. Mantar Ekstrelerinin Antioksidan Aktiviteleri

ICso0 (ng/mL) £SD
Mantar
TEAC
KOD (EtOAc
ekstresi) DPPH SO NO ABTS (mMrolox
/mg ekstre)
Aspergillus
- 0,3044 +
C4 Dis costaricaensi 912,01 £1,24 660,69+ 1,1  794,32+0,89 194,98 £1,76 176
S 9
Aspergillus 1,44 +
MS80-SA 16,14 £ 1,12 9332+1,5 165,95+¢1,77 56,23 £0,86
terreus 0,86
Kersetin - 7,04 £ 0,94 10,11 £0,28 13,18+0,15 11,1+0,23 -
Askorbik asit - 5,72 0,89 8,52+0,78 10,12+0,19 8,21+ 0,91 -

Antioksidan aktivite testlerinin sonuglarinda kullanilan tim yontemlerde
Aspergillus terreus mantarina ait ham ekstrenin Aspergillus costaricaensis mantarina
ait olan ham ekstreden daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir.
DPPH yontemiyle gerceklestirilen antioksidan aktivite testlerinde Aspergillus terreus
mantarina ait ham ekstrenin referans alinan kersetin maddesinin sahip olduguna yakin

bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir.

91



Cizelge 3.2. Mantar Ekstrelerinin HCT-116 Kolon Kanseri Hiicre Hatt: Uzerindeki Sitotoksik
Aktiviteleri

KOD Mantar (EtOAc ekstresi) ICso (ng/mL) £SD
MS80-SA Aspergillus terreus 99,05 + 7,36
C4 dis Aspergillus costaricaensis 12,03 £1,04
Kamptotesin 0,31+ 0,08

Cizelge 3.3. Mantar Ekstrelerinin Antimikrobiyal Aktiviteleri

S & © O - a
v « = [ o~ =
N < < < gl P~
®) O - a o A\
O O 8 o N s 4 O
= = 3 N iy 2 %) ©
< < g hat S & - -
¢ g 3 S 8 & § g ¢
Mantarlar ve kodlar: ) 5§ 03 E = s s =) -8
3 s & >, < S S % S
: 3 © 2 = S g 2
g § = S g “ S g =)
S S S b S = = N
Q Q Q = 3 = 2, =< s
S S S 3 S 3 S =,
Q9 Q Q9 “© = S
s 0§ % ¢ £ §_.3 § 3
g & &3 = 3 IS @ 3 S
S § §7 0§ 3 & & 8
) d G . ) S| N a = ) )
Aspergillus
MS80SA - - - - - - - - 250
terreus
Aspergillus
C4 Dis - - 500 - 500 - 250 500 500
costaricaensis
Siprofloksasin 1,25 0,625 0,078 0,078 0,009 0,625 0,039 *
Mikonazol * * * * * * * 1,56 0,78
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Gergeklestirilen  sitotoksik aktivite tayini incelendiginde Aspergillus
costaricaensis mantarina ait ham ekstrenin Aspergillus terreus mantarindan daha
yuksek sitotoksik aktiviteye sahip oldugu gozlenmektedir. Ancak her iki mantar
ekstresinin sahip oldugu degerler referans madde kabul edilen Kamptotesinin sahip
oldugu ICso degerinden oldukga yiiksektir. Kamptotesin se¢ilmesinin nedeni kolon
kanseri tedavisinde standart olarak kullanilmasidir. ICso degerlerinin hesaplanmasi

icin GraphPad Prism programi kullanilmistir.

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 suslari
lizerinde antimikrobiyal aktivite testi gerceklestirilmis ancak her iki mantar

ekstresinde de secgilen 9 tiire kars1 antimikrobiyal aktivite tespit edilememistir.

Sonuglarin karsilagtirmasinda kullanilan siprofloksasin tiim bakterilere etki
ettiginden ve klinikte kullanilan standartlar arasinda oldugu i¢in tercih edilmistir. Ayni

sekilde mikonazol de antifungal olarak klinikte sik¢a kullanilan bir imidazol tiirevidir.

Ekstreler iizerinde yapilan analizlerin diginda yeterli miktarda izole edilen
sekonder metabolitler tizerinde de aktivite tayinleri ger¢eklestirilmistir. Cizelge 3.4’ te
A23187-indiiklii B-heksozaminidaz salimmin % inhibisyonu yoniinden antialerjik
aktivite testinin sonuclar1 gosterilmistir. Cizelge 3.5’ te antijen indikli f-
heksozaminidaz salimmin % inhibisyonu yoniinden antialerjik aktivite testinin

sonuglar1 gosterilmistir.
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Cizelge 3.4. A23187-indiiklii B-heksozaminidaz saliminin % inhibisyonu yoniinden antialerjik

aktivite testi

Canhlik, RBL-2H3

A23187-indiiklii B-heksozaminidaz saliminin

% inhibisyonu

Madde Konsantrasyon (uM) ICso
100 pM’de % canhlik
10 100 (uM)
4-hidroksi-3-(3-metilbiit-2-en-
>90% — —
1-il) benzaldehit
p-Hidroksifenil asetik asit
) >90% — —
metil ester
Biitirolakton I >90% 26,0 +2,4% 98,7 £0,7% 39,7
Rubrofusarin B >90% — —
Biitirolakton III >90% — —
Biitirolakton VI >90% — —
Terretonin >90% — —
Oktadesil 3-(3,5-di-tert-biitil-4-
>90% — —

hidroksifenil) propionat

Azelastin (Referans Bilesik) >90% (10 uM)

34,5+£2,5%

10,9

izelge 3.5. Antijen-indikli B-heksozaminidaz saliminin % inhibisyonu yoniinden antialerjik
g 3] Y y ]

aktivite testi

Canhlik, RBL-2H3

Antijen-indiiklii f-heksozaminidaz saliminin

% inhibisyonu

Madde
Konsantrasyon (uM) ICso
100 pM’de % canhhik
10 100 (»M)
4-hidroksi-3-(3-metilbiit-2-en-
) ) >90% — —
1-il) benzaldehit
p-Hidroksifenil asetik asit
] >90% — —
metil ester
Biitirolakton I >90% 30,0 +3,3% 87,0 £2,4% 41,6
Rubrofusarin B >90% — —
Biitirolakton IIT >90% — —
Biitirolakton VI >90% — —
Terretonin >90% — —
Oktadesil 3-(3,5-di-tert-biitil-4-
>90% — —

hidroksifenil) propionat

Azelastin (Referans Bilesik) >90% (10 uM)

35,5+8,1%

10,9
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Cizelge 3.6’da siiperoksit anyon jenerasyonunun inhibisyonu yoniinden
Ol¢iilen antienflamatuvar aktivite sonucu gosterilmistir. Cizelge 3.7°de fMLF/CB
indiiklii insan nétrofillerinde elastaz saliminin inhibisyonu 6lgiilen antienflamatuvar

aktivite sonucu gosterilmistir.

Cizelge 3.6. Siiperoksit anyon jenerasyonunun inhibisyonu ydniinden Olgiilen
antienflamatuvar aktivite sonucu

Siiperoksit Anyon
Madde .
ICso (uM) % Inhibisyon (10 pM )
4-hidroksi-3-(3-
metilbiit-2-en-1-il) 8,13 + 1,97
benzaldehit
p-Hld.rok51f'en11 asetik 526 . 3.20
asit metil ester
Biitirolakton I 2,58 + 0,46 105,26 + 0,14
Rubrofusarin B 6,48 + 0,08 68,66 + 1,94
Biitirolakton IIT 25,70 + 1,58
Biitirolakton VI 6,90 + 1,12 72,93 + 8,23
Terretonin 2,68 + 2,35
Oktadesil 3-(3,5-di-tert-
biitil-4-hidroksifenil) 3,39 + 2,39
propionat
Genistein (Referans 1.52 n 0.17 (3 M) 67,01 b 238

Bilesik)

Cizelge 3.7. fMLF/CB indiiklii insan nétrofillerinde elastaz saliminin inhibisyonu
Olciilen antienflamatuvar aktivite sonucu

Elastaz
Madde .
I1Cso (uM) % Inhibisyon (10 pM )
4-hidroksi-3-(3-
metilbiit-2-en-1-il) 4,22 * 3,34
benzaldehit
p—Hld'roks1f.en11 asetik 2,29 + 0,80
asit metil ester
Biitirolakton I 2,58 + 0,46 114,86 * 4,02
Rubrofusarin B 6,48 + 0,08 23,75 * 8,95
Biitirolakton ITT 1,38 * 1,72
Biitirolakton VI 6,90 + 1,12 94,13 t 5,50
Terretonin 5,25 * 3,40
Oktadesil 3-(3,5-di-tert-
biitil-4-hidroksifenil) 1,63 * 2,13
propionat
Genistein (Referans 1.52 " 0.17 3157 + 7,29

Bilesik)
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Yapilan biyoaktivite ¢aligmalarinin sonuglar1 degerlendirildiginde Aspergillus
terreus mantar1 ekstresinde antioksidan aktivite One c¢ikarken Aspergillus
costaricaensis mantar ekstresinin sitotoksik aktivite sonuglar1 6n plana ¢ikmaktadir.
Her iki mantar ekstresi i¢inde antimikrobiyal aktivite gozlenmemistir. Izole edilen
maddeler lizerinde yapilan aktivite testlerinden elde edilen bulgular Biitirolakton I
maddesinin yliksek antialerjik aktiviteye ve oldukg¢a giiclii antienflamatuar aktiviteye

sahip oldugunu gostermistir.

3.3. Mantarlardan Etken Madde izolasyon Semalar

Calisilan  mantarlar  farkli  polariteye sahip ¢oziicliler tarafindan
fraksiyonlanmis ve bu fraksiyonlardan hareketle fraksiyon miktari, YPSK
sonuglarinda goriilen pikler ve bu piklerin maksimum UV absorbanslar gibi ¢esitli
veriler degerlendirilerek sekonder metabolit izolasyon asamasina gegilmistir.
Mantarlarin ham ekstrelerinin fraksiyonlanmasi ile elde edilen alt fraksiyonlarin tiimii
yukarida verilmistir. Burada kolay anlasilmasi icin sadece izolasyon yapilan
fraksiyonlara yer verilecektir. Aspergillus terreus mantarindan maddelerin hangi
fraksiyonlardan hangi metotlarla izole edildigi Sekil 3.37.’te, Aspergillus
costaricaensis mantarindan maddelerin hangi fraksiyonlardan hangi metotlarla izole

edildigi Sekil 3.38.’te verilmistir.
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Aspergillus terreus

(Kaynak: Spirorbis
sp.)
Kuru EtOAc Ekstresi
|
Ham Ekstre Sivi-Sivi Ekstraksiyonu

Hekzan
%90 MeOH Faz1
7,06 gr Faz1
VSK Kolon (Gradient) Silika jel Kolon (Gradient)
Hekzan : EtOAc / DCM : MeOH Hekzan : EtOAc/ DCM : MeOH
. Fraksiyon 7
Fraksiyon 2 DCM : McOH
. %100 DCM . 20:80
1552 mg 302 mg
o Bilesik 4.
Bilesik 1. 4-hidroksi-3 -
ilesi 5 -3- Bilesik 5.
Bilesik 2. Bilesik 3. (3-metilbiit-2- Y
Biitirolakton Biitirolakton Terretonin en-1-il) Biitirolakton
I | 111 o  benzaldehit Vi
S 120mg % 85mg - g S igmg S 47mg

Sekil 3.37. Aspergillus terreus mantarindan izole edilmis maddelere ait izolasyon semasi
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Fraksiyon 1
Hekzan :

EtOAc 40:60
860 mg

Bilesik 6
oktadesil
3-(3,5-di-
tert-biitil-
4-hidroksi
fenil)
propionat
- 6mg

Aspergillus
costaricaensis

(Kaynak: Petrosia

ficiformis)
Kuru EtOAc Ekstresi

Ham Ekstre S1vi-S1vi Ekstraksiyonu

————

%90 MeOH o
ekzan Fazi

Fazi
548 g

VSK Kolon (Gradient)
Hekzan : EtOAc / DCM : MeOH

Fraksiyon 3

Fraksiyon 2
Hekzan : Hekzan :
EtOAc 30:70 EtOAc 20:80
. 650 mg - 945 mg
Bilesik 7 Bilesik 8 Bilesik 9
8-0- Bilesik 10

p-Hidroksi -
fenil asetik Demetilfl Fonsekin
avaspero

Rub.rofus asit metil
arin B ester nB
3,6 mg - 34mg - 6,7mg . 6, 7mg

2

Fraksiyon 5

%100 DCM
- 1035 mg
o Bilesik 12
Bilesik 11
Fonse Rubrofusa
kinon D rin
6 mg . 45mg

Sekil 3.38. Aspergillus costaricaensis mantarindan madde izolasyon semast

3.4. Mantarlardan izole Edilen Sekonder Metabolitler

3.4.1. Biitirolakton I

Aspergillus terreus mantarinin VSK kolona uygulanan Metanollii ekstresinin

%100 Diklorometan igeren 8. fraksiyonu her orandan 300 mL olarak Petrol Eteri : Etil
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Asetat (4:1, 3:1, 2:1, 1:1) gradient ¢oziicii sistemiyle silika kolona uygulanmstir.
Kolondan toplanan 11-19 numara araligindaki tiipler birlestirilmis ve maddenin saflig1
YPSK analiziyle kontrol edilmistir. Elde edilen maddenin (120 mg) diger spektral

analizleri de gerceklestirilimis ve yapis1 Biitirolakton I olarak tayin edilmistir.

Bilesik turuncu renkli amorf yapida bir kat1 olarak izole edilmistir. Bilesigin
UV spektrumu 307 ve 210 nm degerlerinde maksimum absorbansa (Amax) ulagmistir.
Yiksek coziniirliiklii kiitle spektrometresi analizi sonucunda m/z 447.12980°de
[M+Na]" (C24H2407Na i¢in hesaplanan, 447.13092) ve m/z 423.12077°de [M-H]
(C24H2307 i¢in hesaplanan, 423.12201) iki psddomolekiiler iyon pikinin varligi
gosterilmistir. Buradan hareketle, 13 doymamislik derecesi varliginda molekiiler
formiil C24H,407 olarak kabul edilmistir. 3C, DEPT ve HMQC analiz spektrumlari,
11 kuaterner karbonun varligini ortaya ¢ikarmistir. Bunlarin ikisi karbonil grubu (8¢
170.1 ve oc 169.8’de), iicii oksijenlenmis olefinik karbon (¢ 157.2, 6c 153.2 ve oc
144.9 da), 5’1 olefinik karbon (3¢ 137.7, ¢ 133.9, 6¢ 128.8, 6c 124.6 ve d¢ 121.8) ve
bir tanesi de (dc 38.7) alifatik kuaterner karbondur. Buna ek olarak, 8 tersiyer, 2
sekonder ve 3 primer karbonun varlig1 da ortaya konulmustur. Maddenin 'H NMR
spektrumu, 2 farkli aromatik halka sisteminin varligini acik bir sekilde gostermektedir.
Halkalardan birisi, 1,4 disiibstitiie fenil olup ou 6.90 (2H, d, J=8.8 hz) ve on 7.61 (2H,
d, J =8.8) de bulunan ikiser proton arasindaki 2 proton rezonansina sahiptir. Ikinci
aromatik sistem ou 6.59 (1H, dd, J = 8.1, 2.0 Hz), du 6.52 (1H, d, J = 8.1 Hz) ve du
6.51 (1H, d, J = 2.0 Hz) de 3 farkli proton rezonansina sahip olan 1,3,4 trisiibstitiie
aromatik yap1 olarak tayin edilmistir. Bunlarin yaninda 'H spektrumu, birisi
oksijenlenmis (0n 3.75/ d¢ 53.7) diger ikisi de oc 25.7 ve dc 17.7 ppm’deki karbon
piklerine dogrudan bagli olan sirastyla du 1.65 ve ou 1.59 ppm’deki olefinik singlet

metil gruplarinin varligini1 géstermistir.

Elde edilen tiim bu veriler literatiirde bulunan fungal metabolitlerle
karsilastirildiginda Biitirolakton I maddesiyle uyumluluk gostermistir (Kiriyama ve

ark., 1977; Niu ve ark., 2008; Rao ve ark., 2000).
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Biitirolakton 1 bilesigine ait 'H ve C NMR analizleri Cizelge 3.8’de
verilmistir. Bilesigin yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmast Sekil 3.39°da,
YPSK kromatogrami Sekil 3.40’ta, maksimum UV absorbansi Sekil 3.41°de, yiiksek
cOzuintrlikli +ESI kiitle spektrometresi spektrumu Sekil 3.42°de, yiiksek
¢oziiniirliiklii -ESI kiitle spektrometresi spektrumu Sekil 3.43’te, 'TH-NMR spektrumu
Sekil 3.44’te, >*C-NMR spektrumu Sekil 3.45’te, DEPT spektrumu Sekil 3.46°da, 'H-
'"H COSY spektrumu Sekil 3.47°de, gHMBC spektrumu Sekil 3.48de, gHMQC
spektrumu Sekil 3.49°da, NOESY spektrumu Sekil 3.50°de verilmistir. Maddeye ait
biyoaktivite sonuglar1 Cizelge 3.9. ve 3.10°da gosterilmistir.

Cizelge 3.8. Biitirolakton I bilesigine ait 'H ve '3*C NMR analizleri

Biitirolakton I, CDClz-d, 400 MHz
# du (J[Hz]) dc, tip
1 169.8, C
2 144.9,C
3 137.7,C
4 86.2, C
5 3.53,d (15.0) 38.7, CHz
3.47,d (15.0)
6 170.1, C
3.75, s (3H) 53.7, CHs
1 121.8,C
2 7.61,d (8.8) 129.6, CH
3 6.90, d (8.8) 116.1, CH
4' 157.2,C
5' 6.90, d (8.8) 116.1, CH
6' 7.61,d (8.8) 129.6, CH
1" 124.6,C
2" 6.51,d (2.0) 131.8, CH
3" 128.8,C
4" 153.2,C
5" 6.52,d (8.1) 115.1,CH
6" 6.59, dd (8.1, 2.0) 129.2, CH
" 3.12,d (7.2, 2H) 28.7, CHa
8" 5.08,td (6.7, 5.7, 3.8) 121.8, CH
9" 133.9,C
10" 1.65,s 3H) 25.7, CHz
" 1.59, s 3H) 17.7, CHs
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Biitirolakton I

Kimyasal Formiil: C24H2407
Nihai Kiitle: 424.15

Molekiiler Agirlik: 424.45
m/z: 424.15 (100.0%), 425.16 (26.5%), 426.16 (4.8%)
Elementel Analiz: C, 67.91; H, 5.70; O, 26.39

metil (§)-4-hidroksi-2-(4-hidroksi-3-(3-metilbiit-2-en-1-il)benzil)-3-(4-hidroksifenil)-5-okso-
2,5-dihidrofuran-2-karboksilat

Sekil 3.39. Biitirolakton I bilesiginin yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmasi

DAD1 C, Sig=280 4 Ref=of (IBRAHIMIATIAT HEX 785 PIKLERWAN 8 2010-07-31 09-57-181AT HEX 7S5 PIK 2.0)
mAU 5

304
20
204
1504

1004

0 5 10 15 2 % k(] % L]

Sekil 3.40. Biitirolakton I bilesiginin YPSK kromatogrami
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*DAD1, 22.259 (823 mAU,Apx) Ref=28.985 of AT HEX 7S5 PIK 2.D
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Sekil 3.41. Biitirolakton I bilesiginin maksimum UV absorbansi
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Sekil 3.42. Biitirolakton I bilesiginin yiiksek c¢oziiniirlikli +ESI kiitle spektrometresi
spektrumu
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Sekil 3.43. Biitirolakton I bilesiginin yliksek c¢oziiniirliiklii -ESI kiitle spektrometresi
spektrumu
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Sekil 3.44. Biitirolakton I bilesiginin CDCl;5-d’deki "H-NMR spektrumu
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Sekil 3.45. Biitirolakton I bilesiginin CDCl;-d’deki *C-NMR spektrumu
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Sekil 3.46. Biitirolakton I bilesiginin CDCls-d’deki DEPT spektrumu
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Sekil 3.47. Biitirolakton I bilesiginin CDCl;-d’deki 'H-'H COSY spektrumu
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Sekil 3.48. Biitirolakton I bilesiginin CDCls-d’deki gHMBC spektrumu
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Sekil 3.49. Biitirolakton I bilesiginin CDCIs-d’deki gHMQC spektrumu
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Sekil 3.50. Biitirolakton I bilesiginin CDCl3-d’deki NOESY spektrumu

Cizelge 3.9. Biitirolakton I maddesine ait antienflamatuvar aktivite test sonuglari

Bilesik Siiperoksit anyon jenerasyonu Elastaz salhm

% Inhibisyon® ICso (uM)® % Inhibisyon® ICso (uM)®
Biitirolakton I 105.26 +£0.14 2.58 £0.46 114.86 +4.02 2.30+£0.27
Genistein c 1.52 £0.17 31.57+7.29 16.34 +£4.26

@10 uM konsantrasyonda inhibisyon yiizdesi. * Yiizde 50 inhibisyon igin gereken konsantrasyon (ICso).
Sonuglar ortalama =+ standard hata olarak gosterilmistir. (n = 3~6). ¢ Genistein siiperoksit anyon
jenerasyonunu 3 uM konsantrasyonda 67.01 + 2.38 % inhibe etmistir.

Cizelge 3.10. Biitirolakton I maddesine ait antialerjik aktivite test sonuglari

Bilesik % canhhk, A23187-nedenli Antijen-nedenli degraniilasyonun %
RBL-2H3?* degraniilasyonun % inhibisyonu
inhibisyonu

100 uM 10puM | 100 pM | ICso (uM)° | 10 pM 100 uM ICso (UM)°

Biitirolakton I >90% 260+ | 98.7+ 39.7 300+ | 87.0+2.4% 41.6

24 0.7 3.3%
Azelastin® >90% (20 10.9 15.4
uM)

@ Ormeklerin RBL-2H3 hiicrelerine sitotoksisitesi MTT canhlik taramastyla 6lgiilmiistiir. Sonuglar kontrole (DMSO) karsi

ortalama (n = 3) cinsinden ifade edilmistir. Tiim 6rnekler RBL-2H3 hiicrelerine non toksiktir.

® Azelastin (20 pM) pozitif kontrol olarak kullanilmistir 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 (ICsy).

106




3.4.2. Biitirolakton I11

Aspergillus terreus mantarinin VSK kolona uygulanan Metanollii ekstresinin
%100 Diklorometan iceren 8. Fraksiyonu tiim gradientlerde 300 mL olarak Petrol Eteri
: Etil Asetat (4:1, 3:1, 2:1, 1:1) gradient ¢oziicii sistemiyle silika kolona uygulanmustir.
Kolondan toplanan 26-35 numara araligindaki tiipler birlestirilmis ve maddenin saflig1
YPSK analiziyle kontrol edilmistir. Elde edilen maddenin (85 mg) diger spektral

analizleri de gerceklestirilimis ve yapis1 Biitirolakton III olarak tayin edilmistir.

Bilesik amorf kat1 halde elde edilmis olup, Biitirolakton I bilesigine benzer
surette 308 ve 225 nm degerlerinde maksimum UV absorbans gdstermektedir.
Maddenin yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrometresi analizi sonucunda spektrumda
463.12586 [M+Na]® da ve 439.11538 [M-H] de, maddenin Biitirolakton I ile
kiyaslandiginda bir oksijen atomuna daha sahip olan C24H240g formiiliinde olacagini
gosteren 2 psddomolekiiler iyon piki gozlenmistir. 'H ve 'C spektrumlarina
bakildiginda Biitirolakton I bilesigine olan benzerlikten hari¢ olarak karakteristik
izoprenil piklerinin yoklugu, éu 1.21 (3¢ 24.8) ve ou 1.24 (3¢ 22.0) de iki singlet metil
grubunun, oc 76.8 de bir kuaterner karbon ve dc 69.7 de bir metin olarak kendini
gosteren iki oksijenlenmis sp3 karbonunun varlig1 ortaya konulmustur. Maddeye ait
HMBC spektrumu, iki singlet metil grubundan 6c 69.7 ve 6c 76.8’deki iki karbona
uzun mesafe korelasyonun varligini gostermistir ki bu da izoprenil yapisinin yerine bir
epoksi  halkasmnin  geldigini ortaya koymaktadir. Literatiirdeki  verilerle
karsilastirildiginda bilesik Biitirolakton III olarak dogrulanmistir (Chen ve ark., 2015;
Nitta ve ark., 1983).

Biitirolakton III bilesigine ait 'H ve '3C NMR analizleri Cizelge 3.11.’de
verilmistir. Bilesigin yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmas: Sekil 3.51°de,
YPSK kromatogrami Sekil 3.52.’de, maksimum UV absorbansi Sekil 3.53’te, yiliksek

¢ozlntrliiklii +ESI kiitle spektrometresi spektrumu Sekil 3.54’te, yiiksek ¢oziintirliiklii
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-ESI kiitle spektrometresi spektrumu Sekil 3.55’te, 'H-NMR spektrumu Sekil 3.56’da,
BC-NMR spektrumu Sekil 3.57°de, '"H-'H COSY spektrumu Sekil 3.58°de, gHMBC
spektrumu Sekil 3.59’da, NOESY spektrumu Sekil 3.60’ta verilmistir.

izelge 3.11. Biitirolakton III bilesigine ait '"H ve *C NMR analizleri.
Cizelg $1g

Biitirolakton I1I, MeOH-d4, 600 MHz
# Su (J[Hz]) dc, tip
1 169.6, C
2 137.6,C
3 129.7,C
4 86.1,C
5 3.51,d (14.7) 38.8, CH2
3.41,d (14.7)
6 169.9, C
7 3.73,s (3H) 53.7, CHs
' 122.0,C
2' 7.56,d (9.0) 129.6, CH
3 6.90,d (9.0) 116.2, CH
4' 157.3,C
5' 6.90,d (9.0) 116.2, CH
6' 7.56,d (9.0) 129.6, CH
1" 1184, C
oF 6.51,d (2.1) 132.1, CH
3" 124.8, C
4" 152.0,C
5" 6.53,d (8.1) 116.7, CH
6" 6.51,dd (8.1, 2.1) 128.9, CH
7" 2.82,dd (17.0, 5.0) 30.9, CH2
2.58,dd (17.0, 6.0)
8" 3.74, m 69.7, CH
9" 76.8,C
10" 1.24,s (3H) 22.0, CH3
1" 121,s 3H) 24.8, CH;
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11"

1 0"

Bitirolakton II1

Kimyasal Formiil: C24H2403
Nihai Kiitle: 440.15

Molekiiler Agirlik: 440.45
m/z: 440.15 (100.0%), 441.15 (26.5%), 442.15 (5.0%)
Elementel Analiz: C, 65.45; H, 5.49; O, 29.06

metil (25)-2-(3-((3,3-dimetiloksiran-2-il)metil)-4-hidroksibenzil)-4-hidroksi-3-(4-
hidroksifenil)-5-okso-2,5-dihidrofuran-2-karboksilat

Sekil 3.51. Biitirolakton III bilesiginin yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmasi

*DAD1, Sig=350.00, 2.00 Ref=off, EXT of 26-35.D
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Sekil 3.52. Biitirolakton III bilesiginin YPSK kromatogrami
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TDADT, 19.582 (523 mAU, - ) Ref=28.989 of 26-35.D
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Sekil 3.53. Biitirolakton III bilesiginin maksimum UV absorbansi
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Sekil 3.54. Biitirolakton III bilesiginin yiiksek ¢oziiniirliikli +ESI kiitle spektrometresi
spektrumu

w104 |-ES] Scan [167-1.121 min, 58 scans) Frag=120.00 SAMPLE-26-35.d
8- 43311538

g [M-H]

2 301.22664

1 W l._ L i
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Counts [%)] we. Mass-to-Charge [m/z)

Sekil 3.55. Biitirolakton III bilesiginin yiiksek ¢oziiniirliiklii -ESI kiitle spektrometresi
spektrumu
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Sekil 3.56. Biitirolakton III bilesiginin MeOH-d,’deki "H-NMR spektrumu
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Sekil 3.57. Biitirolakton III bilesiginin MeOH-d,’deki *C-NMR spektrumu
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Sekil 3.58. Biitirolakton III bilesiginin MeOH-d,’deki 'H-'H COSY spektrumu
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Sekil 3.59. Biitirolakton III bilesiginin MeOH-d,’deki gHMBC spektrumu
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Sekil 3.60. Biitirolakton III bilesiginin MeOH-d,’deki NOESY spektrumu

3.4.3. Terretonin

Aspergillus terreus mantarinin VSK kolona uygulanan Metanollii ekstresinin
%100 Diklorometan igeren 8. Fraksiyonu Petrol Eteri : Etil Asetat (4:1>1:1) gradient
¢oOziicii sistemiyle silika kolona uygulanmistir. Bu uygulamadan toplanan tiiplerden
43. ve 50. tiipler arasi birlestirilerek Petrol Eteri : Etil Asetat (1:1>1:4) ¢oziicii
sistemiyle silika kolona uygulanmis elde edilen 6-12 arasi tiipler birlestirilerek

preparatif YPSK metoduyla Terretonin maddesi elde edilmistir.

Madde kat1 amorf olup 220 ve 278 nm degerlerinde maksimum UV absorbans
gostermektedir. Yiiksek c¢ozilniirliiklii kiitle spektrometresinden alinan spektrum
incelendiginde m/z 489.2070 [M+H]" (C26H3309 i¢in hesaplanan, 489.2125), m/z
511.1887 [M+Na]" (C26H3209Na i¢in hesaplanan, 511.1944) ve m/z 487.1971 [M-H]
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(C26H3109 icin hesaplanan, 487.1968) degerlerinde psddomolekiiler iyon piklerinin
varlig1 bilesigin yapisinin CasH3209 oldugunu gdstermektedir. Kiitle spektrometresi
analizi sonucunda doymamislik derecesinin 11 oldugu bulunmustur. 1D ve 2D NMR
sonuglaria bakildiginda, daha dnce Aspergillus terreus mantarindan izole edildigi
literatiire gegmis olan Terretonin maddesinin gosterdigi spektrumlarla karsilagilmistir

(Li ve ark., 2005; Springer ve ark., 1979).

Terretonin bilesigine ait 'H ve '*C NMR analizleri Cizelge 3.12’°de verilmistir.
Bilesigin yapisi, kimyasal oOzellikleri ve adlandirilmast Sekil 3.61°de, YPSK
kromatogrami Sekil 3.62’de, maksimum UV absorbansi Sekil 3.63’te, yiiksek
cOziintirlikli +ESI kiitle spektrometresi spektrumu Sekil 3.64°te, yiiksek ¢oziiniirliikli
-ESI kiitle spektrometresi spektrumu Sekil 3.65°te, 'H-NMR spektrumu Sekil 3.66°da,
BC-NMR spektrumu Sekil 3.67°de, DEPT spektrumu Sekil 3.68’de, 'H-'H COSY
spektrumu Sekil 3.69°da, gHMBC spektrumu Sekil 3.70°te, gHMQC spektrumu Sekil
3.71’de, NOESY spektrumu Sekil 3.72’de verilmistir.

Cizelge 3.12. Terretonin bilesigine ait '"H ve *C NMR analizleri.

Terretonin, CDCl3-dy4, 400 MHz

# du (J[Hz]) dc, tip

1 2.36,dd (13.1,9.3) 28.3, CH2
1.76,dd (13.1, 8.3)

2 2.70, dd (19.0, 8.6) 32.8, CHz
2.52,ddd (19.2, 11.3, 8.5)

3 214.2, CO

4 479, C

5 131.7,C

6 138.8, C

7 197.1, CO

8 52.5,C

9 77.7,C

10 433,C

11 2.96, dt (14.2, 1.6) 35.0, CH2
2.27,d(14.2)

12 139.9,C

13 49.6, C

14 3.54,s 447, CH

15 167.9, CO

16 85.6,C

17 201.6, CO

114



Cizelge 3.12. Devam

18 1.46, s 3H) 23.7, CHs

19 1.46, s (3H) 23.7, CH;

20 1.94, s 3H) 19.9, CH;

21 1.21,s 3H) 18.7, CH;

22 5.08,d(1.5) 117.2, CHz

5.45,d(1.5)

23 1.43,s 3H) 23.5, CH;

24 1.72,s 3H) 21.4, CH;

25 168.7, CO
26 3.79, s 3H) 53.8, CH;

6-OH 6.14,s

22

)
4
‘\\\\\\\\\lL\O /2 6

Terretonin

Kimyasal Formiil: C26H3209
Nihai Kiitle: 488.20

Molekiiler Agirlik: 488.53
m/z: 488.20 (100.0%), 489.21 (28.8%), 490.21 (5.9%)
Elementel Analiz: C, 63.92; H, 6.60; O, 29.47

metil (2R,4aR,4bS,10aS,10bS,12aR)-6,10b-dihidroksi-2,4b,7,7,10a,12a-hekzametil-

12-metiliden-1,4,5,8-tetraokso-4a,9,10,1 1-tetrahidronafto[ 1,2-h]izokromen-2-
karboksilat

Sekil 3.61. Terretonin bilesiginin yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmasi
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DADT B, Sig=254,4 Ref=off (MADDE ANALIZAN 8 2020-12-29 11-39-22\C5A.D)
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Sekil 3.62. Terretonin bilesiginin YPSK kromatogrami

*DAD1, 22.297 (2762 mAU Apx) Ref=28.984 of C5A.D
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Sekil 3.63. Terretonin bilesiginin maksimum UV absorbansi
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Sekil 3.64. Terretonin bilesiginin yiiksek ¢oziiniirliiklii +ESI kiitle spektrometresi spektrumu

Xevo G2 Q-TOF/YCA166#

14-Sep-2018 Waters
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Sekil 3.65. Terretonin bilesiginin yiiksek ¢oziintirliiklii -ESI kiitle spektrometresi spektrumu
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Sekil 3.66. Terretonin bilesiginin CDCls-d 'deki 'H-NMR spektrumu
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Sekil 3.67. Terretonin bilesiginin CDCls-d’deki *C-NMR spektrumu
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Sekil 3.68. Terretonin bilesiginin CDCls-d’deki DEPT spektrumu
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Sekil 3.69. Terretonin bilesiginin CDCls-d’deki 'H-'H COSY spektrumu
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Sekil 3.70. Terretonin bilesiginin CDCls-d’deki gHMBC spektrumu
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Sekil 3.71. Terretonin bilesiginin CDCls-d’deki gHMQC spektrumu
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Sekil 3.72. Terretonin bilesiginin CDCls-d’deki NOESY spektrumu

3.4.4. 4-hidroksi-3-(3-metilbiit-2-en-1-il) benzaldehit

Aspergillus terreus mantarinin VSK kolona uygulanan Metanollii ekstresinin
%100 Diklorometan igeren 8. Fraksiyonu Petrol Eteri : Etil Asetat (4:1>1:1) gradient
¢oOziicii sistemiyle silika kolona uygulanmistir. Bu uygulamadan toplanan tiiplerden
36. ve 42. tiipler arasi1 birlestirilerek Petrol Eteri : Etil Asetat (2:1>1:2) ¢oziici
sistemiyle silika kolona uygulanmis elde edilen 4. ve 5. tiipler birlestirilerek 4-

hidroksi-3-(3-metilbiit-2-en-1-il) benzaldehit maddesi elde edilmistir.

Madde kirmiz1 renkte kati tozdur. 1*C NMR spektrumunda 12 karbon rezonansi
gdzlenmistir. 'H ve HMQC spektrumlar da birlikte ele alindiginda, 8¢ 161.1, 132.1,
128.5 ve 128.4°te 4 kuaterner karbon, dc 190.0'de bir aldehit, 6c 130.7, 130.1 ve
115.1'de 3 aromatik karbon, ¢ 121.9 [6n 5.29 (1H, td, J= 7.4, 1.5 Hz)]'da bir olefinik
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karbon olarak 5 tane tersiyer karbon, oc 27.7 [ou 3.26 (2H, d, J = 7.4 Hz)]'de bir
sekonder karbon, 6c 25.5 [6u 1.71 (3H, d, /= 1.5 Hz)] ve 6c 17.6 [6u 1.68 (3H, d, J =
1.5 Hz)]'de iki adet primer karbon varlig1 tayin edilmistir. DMSO c¢oziiciisiinden elde
edilen 'H NMR spektrumu, 8y 7.60 (1H, d, J = 8.2, 2.2 Hz), én 7.58 (1H, d, J = 2.2
Hz) ve du 6.95 (1H, d, J = 8.2 Hz)'deki 3 proton rezonansina binaen 1,3,4 trisiibstitiie
aromatik yap1 varligin1 gostermistir. Buna ek olarak, du 10.85 ve du 9.75 ppm' de
kimyasal kayma gostermis 2 protonun varligi bir aromatik hidroksil grubu ile bir
aldehit yapisinin varligina isaret etmektedir. Bilesigin 1D ve 2D NMR spektrumlari
literatiir ile karsilagtirildiginda, ilk kez 2012 yilinda elde edilmis bir fungal metabolit
olan 4-hidroksi-3-(3-metilbiit-2-en-1-il) benzaldehit maddesiyle birebir ayni olduklari
gozlenmistir(Hansson ve ark., 2012; Vu ve ark., 2016).

4-hidroksi-3-(3-metilbiit-2-en-1-il) benzaldehit bilesigine ait 'H ve '*C NMR
analizleri Cizelge 3.13’te verilmistir. Bilesigin yapisi, kimyasal 6zellikleri ve
adlandirilmasi Sekil 3.73’te, 'TH-NMR spektrumu Sekil 3.74°te, *C-NMR spektrumu
Sekil 3.75°de, 'H-'H COSY spektrumu Sekil 3.76°da, gHMBC spektrumu Sekil
3.77°de, gHMQC spektrumu Sekil 3.78’de verilmistir.

Cizelge 3.13. 4-hidroksi-3-(3-metilbiit-2-en-1-il) benzaldehit bilesigine ait 'H ve *C NMR
analizleri

4-hidroksi-3-(3-metilbiit-2-en-1-il) benzaldehit, DMSO-ds, 600 MHz

# ou (J[Hz]) dc, tip

1 9.75, s 190.9, CO
2 128.4,C

3 7.60, dd (8.2,2.2) 130.1, CH
4 6.95,d (8.2) 115.1,CH
5 161.1,CO
6 128.5,C
5-OH 10.85,s

7 7.58,d(2.1) 130.7, CH
8 3.26,d (7.4, 2H) 27.7, CHz
9 5.29, td (7.4,1.5) 121.9,CH
10 132.1,C
11 1.71,d (1.5, 3H) 25.5, CH3
12 1.68,d (1.5, 3H) 17.6, CH3
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4-hidroksi-3-(3-metilbiit-2-en-1-il)benzaldehit

Kimyasal Formiil: C12H140>
Nihai Kiitle: 190.10

Molekiiler Agirlik: 190.24
m/z: 190.10 (100.0%), 191.10 (13.1%)
Elementel Analiz: C, 75.76; H, 7.42; O, 16.82

Sekil 3.73. 4-hidroksi-3-(3-metilbiit-2-en-1-il) benzaldehit bilesiginin yapisi, kimyasal
ozellikleri ve adlandirilmasi
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Sekil 3.74. 4-hidroksi-3-(3-metilbiit-2-en-1-il) benzaldehit bilesiginin DMSO-ds’daki 'H-
NMR spektrumu
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Sekil 3.75. 4-hidroksi-3-(3-metilbiit-2-en-1-il) benzaldehit bilesiginin DMSO-ds’daki '*C-
NMR spektrumu
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Sekil 3.76. 4-hidroksi-3-(3-metilbiit-2-en-1-il) benzaldehit bilesiginin DMSO-ds daki 'H-'H
COSY spektrumu

124



B I

4{ C4B (T2) 600 MHZ.5.ser -10

444 " 740

._.
o
8

f1 (ppm)

Ll JJ

us 10 9 8 7 6

Sekil 3.77. 4-hidroksi-3-(3-metilbiit-2-en-1-il) benzaldehit bilesiginin DMSO-ds’daki
gHMBC spektrumu
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Sekil 3.78. 4-hidroksi-3-(3-metilbiit-2-en-1-il) benzaldehit bilesiginin DMSO-ds’daki
gHMQC spektrumu
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3.4.5. Biitirolakton VI

Aspergillus terreus mantariin ham ekstresinin Metanol-Hekzan sivi-sivi
ekstraksiyonunun yapilmasiyla elde edilen Hekzan fazi silika jel kolona uygulanmustir.
Bu kolon uygulamasinda mobil faz olarak Hekzan : Etil asetat (70:30, 50:50, 20:80,
0:100) ve Diklorometan : Metanol (80:20, 50:50, 220:80, 10:90, 0:100) gradient
sistemi kullanilmistir. Bu kolondan elde edilen 7. fraksiyon (302 mg DCM : MeOH
20:80), Metanol mobil faziyla sephadex kolona uygulanarak, bu kolondan elde edilen
5. Alt fraksiyon (86 mg) YPSK analizine tabi tutulmus ve bu maddenin YPSK
analizinde goriilen pik toplanarak bu madde elde edilmistir. Preparatif YPSK metodu

Cizelge 3.14’°te verilmistir.

Cizelge 3.14. Biitirolakton VI maddesi i¢in kullanilan preparatif YPSK metodu

Zaman (dakika) Ultra Saf Su (%) Asetonitril (%) Akis Hizi (ml/dakika)
0 90 10 2.000
4 60 40 2.000
8 30 70 2.000
12 0 100 2.000
16 30 70 2.000
18 60 40 2.000
20 90 10 2.000

Bilesik yesil renkli kat1 toz halde olup 309 ve 223 nm degerlerinde maksimum
UV absorbansa ulagmustir. Yiksek c¢oziintirliiklii kiitle spektrometresinden alinan
spektrumda goriilen m/z 481.13498 (C24H2609Na icin hesaplanan, 463.13391) ve m/z
457.12474 [M-H] (C24H2509 i¢in hesaplanan, 457.12212) iki psddomolekiiler iyon
pikinden hareketle maddenin kapali kimyasal formiiliniin CsH2609 oldugu
belirlenmistir. Kiitle spektrometresi analizi sonucunda doymamislik derecesinin 12
oldugu bulunmusgtur. 1D ve 2D NMR analiz sonuglar biitirolakton I ve biitirolakton

III maddelerinin sonuglar1 ile yiiksek benzerlikler tasimaktadir. Bilesigin 'H NMR
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spektrumu biitirolakton I bilesiginin 'H NMR spektrumu ile karsilastirildiginda,
spektrumlar, formiil ve molekiil agirligindaki farkliligin biitirolakton I de bulunan
izoprenil yapisindaki olefinik bagin, bu bilesikte visinal dihidroksil gruplarina
dontismesi oldugu goriilmektedir. Literatiirle karsilastirildig1 zaman bu bilesigin yapisi

biitirolakton VI olarak tayin edilmistir (Liu ve ark., 2018).

Biitirolakton VI bilesigine ait 'H ve '3C NMR analizleri Cizelge 3.15te
verilmistir. Bilesigin yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmast Sekil 3.79°da,
YPSK kromatogrami Sekil 3.80°de, maksimum UV absorbansi Sekil 3.81°de, yiiksek
¢Ozuntrliklii +ESI kiitle spektrometresi spektrumu Sekil 3.82°de, yiiksek
¢oziiniirliiklii -ESI kiitle spektrometresi spektrumu Sekil 3.83’te, 'H-NMR spektrumu
Sekil 3.84’te, *C-NMR spektrumu Sekil 3.85°te, 'H-'H COSY spektrumu Sekil
3.86’da, gHMBC spektrumu Sekil 3.87°de, gHMQC spektrumu Sekil 3.88’de,
NOESY spektrumu Sekil 3.89°da verilmistir.

Cizelge 3.15. Biitirolakton VI bilesigine ait 'H ve '*C NMR analizleri

Biitirolakton VI, MeOH-d4, 600 MHz

# Su (J[Hz]) dc, tip

1 1704, C
2 139.9,C
3 129.2,C
4 86.8,C

5 3.45,s (2H) 39.5, CH2
6 171.6,C
7 3.79,s BH) 53.9, CHs
' 123.2,C
2! 7.58,d (8.8) 130.4, CH
3 6.87,d (8.8) 116.6, CH
4' 159.4,C
5' 6.87,d (8.8) 116.6, CH
6' 7.58, d (8.8) 130.4, CH
" 125.6,C
2" 6.62,d (2.1) 1344, CH
3n 127.3,C
4" 155.9,C
5" 6.51,d (8.1) 115.9, CH
6" 6.49, dd (8.1, 2.1) 130.5, CH
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Cizelge 3.15. Devam

7 2.69, dd (14.1,2.3) 34.0, CH:
2.54,dd (14.1, 10.0)

8" 3.44,dd (10.0, 2.3) 80.6, CH

9" 73.8,C

10" 1.18, s 3H) 25.5, CHs

1" 1.17, s 3H) 25.1, CHs

Biitirolakton VI

Kimyasal Formiil: C24H2609
Nihai Kiitle: 458.16

Molekiiler Agirlik: 458.46
m/z: 458.16 (100.0%), 459.16 (26.6%), 460.16 (5.1%)
Elementel Analiz: C, 62.88; H, 5.72; O, 31.41

metil 2-(3-(2,3-dihidroksi-3-metilbiitil)-4-hidroksibenzil)-4-hidroksi-3-(4-hidroksifenil )-5-
0kso-2,5-dihidrofuran-2-karboksilat

Sekil 3.79. Biitirolakton VI bilesiginin yapisi, kimyasal dzellikleri ve adlandirilmasi
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Sekil 3.80. Biitirolakton VI bilesiginin YPSK kromatogrami
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Sekil 3.81. Biitirolakton VI bilesiginin maksimum UV absorbansi
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Sekil 3.82. Biitirolakton VI bilesiginin yiiksek ¢o6ziiniirliikli +ESI kiitle spektrometresi
spektrumu
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Sekil 3.83. Biitirolakton VI bilesiginin yiiksek ¢oztiniirliklii -ESI kiitle spektrometresi

spektrumu
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Sekil 3.84. Biitirolakton VI bilesiginin MeOH-d4’deki "H-NMR spektrumu
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Sekil 3.85. Biitirolakton VI bilesiginin MeOH-d4’deki *C-NMR spektrumu
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Sekil 3.86. Biitirolakton VI bilesiginin MeOH-d4’deki 'H-"H COSY spektrumu
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Sekil 3.87. Biitirolakton VI bilesiginin MeOH-d4’deki gHMBC spektrumu
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Sekil 3.88. Biitirolakton VI bilesiginin MeOH-d4’deki gHMQC spektrumu
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Sekil 3.89. Biitirolakton VI bilesiginin MeOH-d4’deki NOESY spektrumu

3.4.6. Oktadesil 3-(3,5-di-tert-biitil-4-hidroksifenil) propionat

Aspergillus costaricaensis mantarinin ham ekstresinin Metanol-Hekzan sivi
stv1 ekstraksiyonundan sonra Metanollii faz alinmig ve VSK kolona uygulanmistir.
VSK sonucunda elde edilen 1. fraksiyon Hekzan : Etil Asetat (40:60), metanol mobil
faziyla sephadex kolona uygulanmistir. Sephadex kolondan elde edilen birinci
fraksiyondan ITK kontroliiyle tiiplerin birlestirilmesi sonucu madde izole edilip

saflastirilmistir.

Bilesigin molekiiler formiiliiniin C3sHs203 oldugu, m/z 553.44992 [M+Na]" 'de
(C3sHe203Na i¢in hesaplanan, 553.45967) bes derecelik bir doymamighigin varligim
gosteren bir psddomolekiiler iyon pikini gosteren yiiksek c¢oziniirlikli kiitle

spektrometresi (HRESIMS) tarafindan dogrulanmastir.
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Bilesigin 'H NMR verileri, du 6.99'da elektromanyetik olarak esdeger iki
aromatik protonun varligini ortaya ¢ikarmistir. Bu ise, 18 proton icin entegre edilmis
olarak dn 1.43’de bulunan singlet proton rezonansiyla simetrik dort siibstitiie grubu
olan aromatik halkanin varligm ortaya cikarmistir. Bu veriler toplamda 6
elektromanyetik metil grubunun varligina isaret etmektedir. Ayrica 'H NMR verileri,
O 2.87 ve du 2.59°da benzer dubletdublet boliinme oriintiisiine ve J= 9.0 ve 7.1 Hz
eslesme sabiti degerlerine sahip sahip iki bitisik metilen grubunun varligimi da
gostermistir. Bilesigin 'H NMR spektrumu ayrica var olan rezonanslara ve bunlarin
entegrasyonlarina dayal1 olarak oksijenlenmis bir oktadesil alkil grubunun varligini

acik bir sekilde dogrulamastir.

Bilesige ait '>*C NMR verileri, 'H-'H COSY, HMBC ve HMQC gibi 2 boyutlu
NMR verileriyle birlikte, on 6.99'da (H-5 / HS') proton rezonanslarindan uzun menzilli
korelasyonlar ve d¢c 152.3 (C-7), 6c 136.1 (C-6/C-6), d¢c 131.3 (C-4), 6c 36.7 (C-2) ve
dc 31.2 (C-3)’ deki karbon rezonanslari gibi bazi anahtar korelasyonlar1 ortaya
koymustur. Yapilan HMBC spektrumu, ou 4.07 (C-1")’deki metilen protonundan dc
173.5 (C-1)’deki karbonil karbonuna olan anahtar korelasyonla birlikte on 1.43°de
bulunan singlet metil ile 6c 136.1 (C-6/C-6") ve oc 34.5 (C-8/C 8’)’de bulunan iki
karbon atomu arasinda uzun mesafe korelasyonunu agiga ¢ikarmistir. Elde edilen
verilere dayanilarak ve bildirilen literatiirle karsilastirildiginda, bilesigin oktadesil 3-
(3,5-di-tert-butil-4-hidroksifenil) propiyonat oldugu dogrulanmistir (Poofery ve ark.,
2020).

Oktadesil 3- (3,5-di-tert-butil-4-hidroksifenil) propiyonat bilesigine ait 'H ve
13C NMR analizleri Cizelge 3.16’da verilmistir. Bilesigin yapisi, kimyasal dzellikleri
ve adlandirilmast Sekil 3.90°da, YPSK kromatogrami Sekil 3.91°de, maksimum UV
absorbans1 Sekil 3.92°de, yiiksek ¢oziiniirliiklii +ESI kiitle spektrometresi spektrumu

Sekil 3.93’te, yliksek ¢oziintirliiklii -ESI kiitle spektrometresi spektrumu Sekil 3.94’te,
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"H-NMR spektrumu Sekil 3.95’te, '*C-NMR spektrumu Sekil 3.96’da, 'H-'H COSY
spektrumu Sekil 3.97°de, gHMBC spektrumu Sekil 3.98de, gHMQC spektrumu Sekil

3.99°da verilmistir.

Cizelge 3.16. Oktadesil 3- (3,5-di-tert-butil-4-hidroksifenil) propiyonat bilesigine ait 'H ve '*C
NMR analizleri

Oktadesil 3- (3,5-di-tert-butil-4-hidroksifenil) propiyonat, MeOH-ds, 600 MHz

# Su (J[Hz]) dc, tip

1 173.5,CO
2 2.59 (2H, dd, 9.0, 7.1) 36.7, CH2
3 2.87 (2H, dd, 9.0,7.1) 31.2,CH2
4 131.3,C
55 6.99 (2H, s) 124.9, CH
6,6 136.1,C
7 152.3, CO
8,8 345,C
9-11,9-11° 1.43 (18H, s) 30.5, CH3
17 4.07 2H, t, 6.9) 64.8, CH2
2”7 1.61 (2H, p, 6.9) 28.8, CH2
37-17” 1.26 (30H, m) 23.0-32.0, CH2
18” 0.88 (3H, t, 7.0) 14.3, CH3

10'

oktadesil 3-(3,5-di-tert-biitil-4-hidroksifenil) propionat

Kimyasal Formiil: C35He203
Nihai Kiitle: 530.47

Molekiiler Agirlik: 530.88
m/z: 530.47 (100.0%), 531.47 (38.0%), 532.48 (7.3%), 533.48 (1.1%)
Elementel Analiz: C, 79.19; H, 11.77; O, 9.04

Sekil 3.90. Oktadesil 3- (3,5-di-tert-butil-4-hidroksifenil) propiyonat bilesiginin yapisi,
kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmasi
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Sekil 3.91. Oktadesil 3- (3,5-di-tert-butil-4-hidroksifenil) propiyonat bilesiginin YPSK
kromatogrami

*DAD1, 25.057 (242 mAU, - ) Ref=28.990 of BEHER 1 ITK.D
mAU
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Sekil 3.92. Oktadesil 3- (3,5-di-tert-butil-4-hidroksifenil) propiyonat bilesiginin maksimum
UV absorbanst
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Sekil 3.93. Oktadesil 3- (3,5-di-tert-butil-4-hidroksifenil) propiyonat bilesiginin yiiksek
¢oziiniirliikli +ESI kiitle spektrometresi spektrumu
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Sekil 3.94. Oktadesil 3- (3,5-di-tert-butil-4-hidroksifenil) propiyonat bilesiginin yiiksek
¢Oziiniirliikklii -ESI kiitle spektrometresi spektrumu
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Sekil 3.95. Oktadesil 3- (3,5-di-tert-butil-4-hidroksifenil) propiyonat bilesiginin MeOH-
d4’deki '"H-NMR spektrumu
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Sekil 3.96. Oktadesil 3- (3,5-di-tert-butil-4-hidroksifenil) propiyonat bilesiginin MeOH-
d4’deki *C-NMR spektrumu
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Sekil 3.97. Oktadesil 3- (3,5-di-tert-butil-4-hidroksifenil) propiyonat bilesiginin MeOH-
d4’deki 'H-'H COSY spektrumu
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Sekil 3.98. Oktadesil 3- (3,5-di-tert-butil-4-hidroksifenil) propiyonat bilesiginin MeOH-
d4’deki gHMBC spektrumu
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Sekil 3.99. Oktadesil 3- (3,5-di-tert-butil-4-hidroksifenil) propiyonat bilesiginin MeOH-
d4’deki gHMQC spektrumu

3.4.7. Rubrofusarin B

Aspergillus costaricaensis mantarinin ham ekstresinin Metanol-Hekzan sivi
stv1 ekstraksiyonundan sonra Metanollii faz alinmig ve VSK kolona uygulanmistir.
VSK sonucunda elde edilen 2. Fraksiyon Hekzan : Etil Asetat (30:70), Aseton mobil
faziyla sephadex LH-20 kolona uygulanmustir.

Sephadex kolondan elde edilen toplam 8 fraksiyondan 4. fraksiyondan
preparatif YPSK metoduyla madde izole edilip saflastirilmistir. Preparatif YPSK

metodu Cizelge 3.17°de verilmistir.
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Cizelge 3.17. Rubrofusarin B maddesi i¢in kullanilan preparatif YPSK metodu

Zaman (dakika) Ultra Saf Su (%) Asetonitril (%) Akis Hizi (ml/dakika)
0 90 10 2.000
5 60 40 2.000
10 30 70 2.000
15 0 100 2.000
18 60 40 2.000
20 90 10 2.000

NMR analizleri sonucunda bilesikte bulunan dokuz kuaterner karbon, birlikte
y-piron yapisini meydana getiren bir karbonil (d¢ 185.9) ve iki oksijenlenmis olefinik
karbon (6c 170.2 ve d¢ 154.6) grubu olarak ayirt edilebilir. Buna ek olarak (6c 163.4,
dc 163.2 ve oc 161.8)’de 3 adet oksijenlenmis aromatik karbonu ile (6¢ 142.9, d¢ 109.3
ve dc 105.1)’de oksijenlenmemis ii¢ kuaterner karbon tespit edilmistir. Diger karbon
rezonanslarinin, (6¢c 107.8, d¢c 102.6, d¢c 99.1 ve dc 98.5)’de dort metinle birlikte (d¢
56.4 ve oc 56.0)’da iki oksijenlenmis metil ve (¢ 20.5)’de bir aromatik metil olarak 3

metil singleti oldugu gosterilmistir.

Maddenin '"H NMR verileri, 'H-'H COSY ve ROESY spektrumlari, (8u 6.76
ve Oy 6.46)’da 2.2 Hz J degeri ile sirasiyla (6u 3.91 ve du 3.93) metoksi protonlarina
yakin oldugu goriilen, meta eslesme yapan 2 protonun varligini1 géstermistir. Bilesigin
HMBC spektrumu, bilesiginin yapisinin, literatiirde daha once bildirildigi gibi y-
naftopiron iskeletine ait oldugunu gosteren belirli anahtar korelasyonlar1 gostermistir.
Elde edilen spektral verileri mevcut literatiirle karsilastirarak, bilesigin rubrofusarin B
oldugu acik bir sekilde dogrulanmistir (Graham ve ark., 2004; Sakurai ve ark., 2002;
Shaaban ve ark., 2012).

Rubrofusarin B bilesigine ait 'H ve '°C NMR analizleri Cizelge 3.18’de
verilmistir. Bilesigin yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmast Sekil 3.100°de,
YPSK kromatogrami Sekil 3.101°de, maksimum UV absorbans1 Sekil 3.102°de, 'H-
NMR spektrumu Sekil 3.103’te, *C-NMR spektrumu Sekil 3.104’te, 'H-'H COSY
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spektrumu Sekil 3.105’te, gHMBC spektrumu Sekil 3.106’da, gHSQC spektrumu

Sekil 3.107°de verilmistir.

izelge 3.18. Rubrofusarin B bilesigine ait 'H ve '*C NMR analizleri
Cizelg $18

Rubrofusarin B, MeOH-d4+, 600 MHz
# ou (J[Hz]) dc, tip
2 170.2,C
3 6.07 (d, 1.0) 107.8, CH
4 185.9,C
4a 105.1,C
5 163.2,C
Sa 109.3,C
6 161.8,C
7 6.46 (d,2.2) 98.5, CH
8 163.4,C
9 6.46 (d, 2.2) 99.1, CH
9a 142.9,C
10 7.10 (s) 102.6, CH
10a 154.6,C
2-CH3 2.40 3H, d, 1.0) 20.5, CH3
6-OCH3 3.93 (3H, s) 56.4, CH3
8-OCH3 3.91 (3H, s) 56.0, CH3
\o OH o)

5
S5a 4a
a ! 10a
10 ©
Rubrofusarin B

Kimyasal Formiil: C16H140s
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-4 H-benzo[g]kromen-4-on

Sekil 3.100. Rubrofusarin B bilesiginin yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmasi
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DAD1 C, Sig=250 4 Ref=off (IBRAHIM ME...DEX VIAL 24 TOPLAMA KONTROLIDILARA 2019-10-17 14-40-46IVIAL 86.0)
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Sekil 3.101. Rubrofusarin B bilesiginin YPSK kromatogrami

*DAD1, 24.481 (2674 mAU, - ) Ref=0.001 & 60.002 of VIAL 86.D

1500 —

Sekil 3.102. Rubrofusarin B bilesiginin maksimum UV absorbansi
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Sekil 3.103. Rubrofusarin B bilesiginin MeOH-d4’deki '"H-NMR spektrumu
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Sekil 3.104. Rubrofusarin B bilesiginin MeOH-d4’deki '*C-NMR spektrumu
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Sekil 3.105. Rubrofusarin B bilesiginin MeOH-d4’deki 'H-'H COSY spektrumu
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Sekil 3.106. Rubrofusarin B bilesiginin MeOH-d4’deki gHMBC spektrumu
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Sekil 3.107. Rubrofusarin B bilesiginin MeOH-d4’deki gHSQC spektrumu

3.4.8. p-Hidroksifenil asetik asit metil ester

Aspergillus costaricaensis mantarinin ham ekstresinin Metanol-Hekzan sivi

siv1 ekstraksiyonundan sonra Metanollii faz alinmig ve VSK kolona uygulanmistir.

VSK sonucunda elde edilen 2. fraksiyon Hekzan : Etil Asetat (30:70), Aseton mobil

faziyla sephadex kolona uygulanmigtir. Sephadex kolondan elde edilen toplam 8

fraksiyondan 4. fraksiyondan preparatif YPSK metoduyla madde izole edilip

saflagtirilmistir. Preparatif YPSK metodu Cizelge 3.19°da verilmistir.

Cizelge 3.19. p-Hidroksifenil asetik asit metil ester maddesi igin kullanilan preparatif YPSK

metodu
Zaman (dakika) Ultra Saf Su (%) Asetonitril (%) Akis Hizi (ml/dakika)
0 90 10 2.000
5 60 40 2.000
10 30 70 2.000
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Cizelge 3.19. Devam

15 0 100 2.000
18 60 40 2.000
20 90 10 2.000

Maddeye ait 'H NMR verileri, her biri, J/=8.4 Hz eslesme sabitine sahip (5u
6.72 ve 6u 7.07) konumlarinda bulunan, manyetik olarak esdeger iki protona entegre
olmus iki proton rezonansinin varlig1 yoluyla para konumdan distibstitiie aromatik bir
halkanin varligini ortaya koymustur. Buna ek olarak ou 3.53’te bir singlet metilen ve
dn 3.66°da oksijenlenmis bir metil grubunun varlig1 da tanmimlanmustir. Bilesigin '*C
NMR verileri, 6c 116.3 ve d¢ 131.3°de bulunan ve her biri HMQC ile paradistibstitiie
aromatik halka ile iligkilendirilen iki karbonu temsil eden pikler de dahil olmak iizere
toplamda yedi farkli pikin varligin1 gostermistir. Bu iki karbon rezonansinin disinda,
13C NMR verileri, bir karboksil grubu (8¢ 174.6), bir oksijenlenmis aromatik karbon
(0c 157.6) ve bir kuaterner aromatik karbon (6¢ 126.3) dahil olmak iizere {i¢ kuaterner
karbonun varligin1 géstermistir. Elde edilen verilere dayanilarak ve mevcut literatiirle
karsilastirilarak bilesigin metil p-hidroksifenil asetat oldugu degerlendirilmistir (Bose
ve Venkat Narsaiah, 2005; Shen ve ark., 2013). Bilesigin kimyasal yapisi i¢in daha
fazla dogrulama, HMBC spektrumu araciligiyla saglanmistir; du 3.66 'daki singlet
metilden bir karboksil grubuna (C-1) uzun menzilli korelasyonlar bilesigin bir metil
esteri oldugunu agiga ¢ikarmistir ve on 6.72 'deki proton rezonansindan oc 40.9'daki
bir metilen karbonuna uzun menzilli korelasyonlarla birlikte bilesigin yapisi, p-

hidroksifenil asetik asit metil esteri olarak aydinlatilmistir.

p-hidroksifenil asetik asit metil esteri bilesigine ait 'H ve '*C NMR analizleri
Cizelge 3.20°de verilmistir. Bilesigin yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmasi
Sekil 3.108’de, YPSK kromatogrami Sekil 3.109°da, maksimum UV absorbansi Sekil
3.110°da, 'TH-NMR spektrumu Sekil 3.111°de, *C-NMR spektrumu Sekil 3.112°de,
"H-"H COSY spektrumu Sekil 3.113’te, gHMBC spektrumu Sekil 3.114’te, gHSQC
spektrumu Sekil 3.115°te verilmistir.
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izelge 3.20. p-hidroksifenil asetik asit metil esteri bilesigine ait 'H ve '*C NMR analizleri
Cizelg p $1g

p-hidroksifenil asetik asit metil esteri, MeOH-ds, 600 MHz

# ou (J[Hz]) dc, tip

1 174.6, CO
2 3.53 (2H, s) 40.9, CH2
3 126.3,C
4,4 6.72 (2H, d, 8.4) 116.3, CH
55 7.07 (2H, d, 8.4) 131.3,CH
6 157.6, CO
7 3.66 (3H, s) 52.4, CH3

p-Hidroksifenil asetik asit metil ester

Kimyasal Formiil: CoH19O3
Nihai Kiitle: 166.06
Molekiiler Agirlik: 166.18
m/z: 166.06 (100.0%), 167.07 (10.0%), 168.07 (1.1%)
Elementel Analiz: C, 65.05; H, 6.07; O, 28.88

Sekil 3.108. p-hidroksifenil asetik asit metil esteri bilesiginin yapisi, kimyasal 6zellikleri ve
adlandirilmasi
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DAD1 B, Sig=230,4 Ref=ff (IBRAHIM ME...DEX VIAL 24 TOPLAMA KONTROLIDILARA 2019-10-17 14-40-46IVIAL 85.0)
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Sekil 3.109. p-hidroksifenil asetik asit metil esteri bilesiginin YPSK kromatogrami

*DAD1, 13.775 (2855 mAU, - ) Ref=0.000 & 60.004 of VIAL 85.D
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Sekil 3.110. p-hidroksifenil asetik asit metil esteri bilesiginin maksimum UV absorbansi
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Sekil 3.111. p-hidroksifenil asetik asit metil esteri bilesiginin MeOH-d4’deki '"H-NMR
spektrumu
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Sekil 3.112. p-hidroksifenil asetik asit metil esteri bilesiginin MeOH-d4’deki '*C-NMR
spektrumu
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Sekil 3.113. p-hidroksifenil asetik asit metil esteri bilesiginin MeOH-d4’deki 'H-'H COSY

spektrumu

gHMBC_01
85

T
f1 (ppm)

oo &

Sekil 3.114.

spektrumu

p-hidroksifenil asetik

415 410

2 (ppm)

315

asit metil esteri bilesiginin MeOH-d4’deki gHMBC

151



gHSQC_01
4 85
20

30
40
50

60

e

-n e 70

Ih

80

f1 (ppm)

I

810 15 1O 1 610 515 510 #15 10 315 310 15 10 115 10
2 (ppm)

Sekil 3.115. p-hidroksifenil asetik asit metil esteri bilesiginin MeOH-d4’deki gHSQC

spektrumu

3.4.9. 8-0O-Demetilflavasperon B

Aspergillus costaricaensis mantarinin ham ekstresinin Metanol-Hekzan sivi
siv1 ekstraksiyonundan sonra metanollii faz alinmis ve VSK kolona uygulanmistir.
VSK sonucunda elde edilen 3. fraksiyon Hekzan: Etil Asetat (20:80), metanol mobil

faziyla sephadex kolona uygulanmistir.

Sephadex kolon uygulamasinda toplam 8 alt fraksiyon elde edilmis olup 3. alt
fraksiyon olan beher 9-11 fraksiyonundan preparatif YPSK metoduyla bu madde izole
edilip saflastirilmigtir. Preparatif YPSK metodu Cizelge 3.21°de verilmistir.
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Cizelge 3.21. 8-O-Demetilflavasperon B maddesi igin kullanilan preparatif YPSK metodu

Zaman (dakika) Ultra Saf Su (%) Asetonitril (%) Akis Hizi (ml/dakika)
0 90 10 2.000
3 60 40 2.000
6 30 70 2.000
9 0 100 2.000
12 50 50 2.000
14 90 10 2.000

8-0-Demetilflavasperon B ve Fonsekin bilesikleri sar1 bir toz olarak karigim
halinde izole edilmislerdir. Iki maddenin birbirinden ayristirilamayan karisimi olarak
tanimlanmiglardir. Iki maddenin varligi, sirasiyla 1:2 oranminda iki farkli proton
rezonans setinin varligim gosteren 'H NMR sprektumuna bakilarak saptanmustir.
HMQC spektrumuyla birlikte karsilik gelen integrasyon ve karbon korelasyonlari
saptanan birinci proton rezonans seti dort aromatik protonun varligini ortaya
koymaktadir. Bu protonlar, 6u 6.84 (1H, d, J=2.2 Hz; dc 98.2) ve 6u 6.53 (1H, d, J =
2.2 Hz; 6c 97.0) konumlarinda meta bagl iki proton ile o 6.47 (8¢ 109.7) ve dH 6.91
(6c 105.0) konumlarinda iki singlet proton ile du 6.47 (1H, s, d¢c 109.7) ve 6u 6.91 (1H,
s, 0c 105.0) konumlarindaki iki singlet protondur. 1H NMR verisi ve HMQC
spektrumu ayrica biri ou 2.49 (3H, s; 6c 19.9) konumunda olefinik, digeri 6 3.95 (1H,
s; Oc 55.4) konumunda bir metoksi grubu olmak {izere iki singlet metil grubunun
varligini ortaya koymaktadir. HMBC spektrumu 6n 2.49 (3H, s; dc 19.9) konumundaki
olefinik metil grubu ve 6n 6.47 (1H, s, dc 109.7) konumundaki aromatik protondan oc
182.1 konumundaki karbonil grubuna uzun mesafe korelasyonu oldugunu ortaya
koymustur. Buna ilaveten 6u 6.53 (1H, d, J = 2.2 Hz; dc 98.3) konumundaki aromatik
protondan o6c 163.5 konumundaki oksijenlenmis aromatik karbona uzun mesafe
korelasyonu da goriilebilmekte olup bu da aymi zamanda ou 3.93 (3H, s; oc 56.0)
konumundaki metoksi grubuyla olan uzun mesafe korelasyonu agiga ¢ikarmistir. Tiim
bu veriler toplandiginda ve literatiir incelendiginde bilesigin 8-O-Demetilflavasperon

B maddesi oldugu dogrulanmaktadir (Sakurai ve ark., 2003).
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8-O-Demetilflavasperon B bilesigine ait 'H ve '3*C NMR analizleri Cizelge
3.22°de verilmistir. Bilesigin yapisi, kimyasal o6zellikleri ve adlandirilmas: Sekil
3.116’da, YPSK kromatogrami Sekil 3.117°de, maksimum UV absorbansi Sekil
3.118°de, 'H-NMR spektrumu Sekil 3.119°da, 3*C-NMR spektrumu Sekil 3.120°de,
'H-'H COSY spektrumu Sekil 3.121°de, gHMBC spektrumu Sekil 3.122°de, gHMQC
spektrumu Sekil 3.123’te verilmistir.

Cizelge 3.22. 8-O-Demetilflavasperon B bilesigine ait 'H ve '*C NMR analizleri

8-O-Demetilflavasperon B, MeOH-d+, 600 MHz

# Su (J[Hz]) dc, tip

2 167.6, C

3 6.47, s (1H) 109.7, CH

4 182.1, CO

4a 107.8, C

5 155.1,C
6.91, s (1H) 105.0, C

6a 140.6, C

7 6.84,d (1H, 2.2) 98.2, CH

8 161.2,C

9 6.53,d (1H, 2.2) 97.0, CH

10 158.5,C

10a 104.0, CH

10b 155.7,C

2-Me 2.49, s 3H) 19.9, CHs

8-OMe 3.95,s (3H) 55.4, CHs
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8-O-Demetilflavasperon B

Kimyasal Formiil: C15H120s
Nihai Kiitle: 272.07

Molekiiler Agirlik: 272.26
m/z: 272.07 (100.0%), 273.07 (16.6%), 274.08 (1.3%), 274.07 (1.0%)
Elementel Analiz: C, 66.17; H, 4.44; O, 29.38

5,8-dihidroksi-10-metoksi-2-metil-4 H-benzo[ #]kromen-4-on

Sekil 3.116. 8-O-Demetilflavasperon B bilesiginin yapisi, kimyasal ozellikleri ve
adlandirilmasi

DAD1 C, Sig=280 4 Ref=of (BRAHIVICADISEYDA BEHER 9-111AN 8 2019-05-25 1549-411BEHER 9 11 PIK 1.0
mAU

4004

380

3004

204

2004

1504

1004

Sekil 3.117. 8-O-Demetilflavasperon B bilesiginin YPSK kromatogrami
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*DAD1, 15.958 (399 mAU,Apx) Ref=28.984 of BEHER 9 11 PIK 1.D
mAU
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Sekil 3.119. 8-O-Demetilflavasperon B bilesiginin MeOH-d4’deki "H-NMR spektrumu
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Sekil 3.120. 8-O-Demetilflavasperon B bilesiginin MeOH-d4’deki *C-NMR spektrumu
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Sekil 3.121. 8-O-Demetilflavasperon B bilesiginin MeOH-d4’deki '"H-'H COSY spektrumu
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Sekil 3.122. 8-O-Demetilflavasperon B bilesiginin MeOH-d4’deki gHMBC spektrumu
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Sekil 3.123. 8-O-Demetilflavasperon B bilesiginin MeOH-d4’deki gHMQC spektrumu
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3.4.10. Fonsekin

Aspergillus costaricaensis mantarinin ham ekstresinin Metanol-Hekzan sivi
siv1 ekstraksiyonundan sonra metanollii faz alinmis ve VSK kolona uygulanmistir.
VSK sonucunda elde edilen 3. fraksiyon Hekzan: Etil Asetat (20:80), metanol mobil
faziyla sephadex kolona uygulanmistir. Sephadex kolon uygulamasinda toplam 8 alt
fraksiyon elde edilmis olup 3. alt fraksiyon olan beher 9-11 fraksiyonundan preparatif
YPSK metoduyla bu madde izole edilip saflastirilmistir. Preparatif YPSK metodu
Cizelge 3.23’te verilmistir.

Cizelge 3.23. Fonsekin maddesi i¢in kullanilan preparatif YPSK metodu

Zaman (dakika) Ultra Saf Su (%) Asetonitril (%) Akis Hizi (ml/dakika)
0 90 10 2.000
3 60 40 2.000
6 30 70 2.000
9 0 100 2.000
12 50 50 2.000
14 90 10 2.000

Fonsekin ve 8-O-Demetilflavasperon B bilesikleri sar1 bir toz olarak karigim
halinde izole edilmislerdir. Iki maddenin birbirinden ayristirlamayan karisimi olarak
tanimlanmiglardir. Iki maddenin varligi, sirasiyla 2:1 oraminda iki farkli proton
rezonans setinin varhigini gésteren 'H NMR sprektumuna bakilarak saptanmistir. Bu
bilesige ait 1H NMR verilerinde bulunan ikinci proton rezonans seti ve HMQC
spektrumundan elde edilen korelasyon i¢inde olduklar1 karbon rezonanslari, 6u 6.40
(1H, d, J = 2.0 Hz; 6c 102.8) ve ou 6.29 (1H, d, J = 2.0 Hz; 6c 97.5) konumlarindaki
meta bagli iki aromatik protona ek olarak du 2.76/ 6u 3.03 (her biri 1H, d, J=17.0 Hz;
dc 48.0) konumlarindaki iki geminal bagli protonun varligint meydana ¢ikarmistir.
Buna ek olarak, on 6.36 (1H, s; 6c 102.9) konumundaki bir aromatik singlet protonun,
ou 1.64 (3H, s; oc 28.1) konumundaki bir singlet metil grubunun ve on 3.88 (3H, s; dc
56.2) konumundaki bir metoksi grubunun varligr da ortaya konulmustur. HMBC
spektrumu oy 1.64 (3H, s; dc 28.1) konumundaki olefinik metil grubuyla 6u 2.76/ du
3.03 (her biri 1H, d, J = 17.0 Hz; 6c 48.0) konumlarindaki geminal bagli iki protonun

159



dc 198.8 konumundaki ketokarbonil grubuyla uzun mesafe korelasyonuna sahip
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Buna ek olarak on 6.29 (1H, d, J = 2.2 Hz; dc 97.5)
konumdaki aromatik protonun d¢ 164.2 konumundaki oksijenlenmis aromatik karbona
olan uzun mesafe korelasyonu 6u 3.88 (3H, s; 6c 56.2) konumundaki metoksi grubuyla
olan uzun mesafe korelasyonu da meydana ¢ikarmistir. Elde edilen bu veriler mevcut
literatiirle karsilastirildiginda maddenin fonsekin oldugu dogrulanmistir (Sakurai ve

ark., 2003).

Fonsekin bilesigine ait 'H ve '3*C NMR analizleri Cizelge 3.24’te verilmistir.
Bilesigin yapisi, kimyasal oOzellikleri ve adlandirilmasi Sekil 3.124’te, YPSK
kromatogrami Sekil 3.125’te, maksimum UV absorbansi Sekil 3.126°da, 'H-NMR
spektrumu Sekil 3.127°de, '*C-NMR spektrumu Sekil 3.128’de, 'H-'H COSY
spektrumu Sekil 3.129°da, gHMBC spektrumu Sekil 3.130’da, gHMQC spektrumu
Sekil 3.131°de verilmistir.

Cizelge 3.24. Fonsekin bilesigine ait 'H ve *C NMR analizleri

Fonsekin, MeOH-d4, 600 MHz
# ou (J[Hz]) dc, tip
2 100.5, C
3 2.76,d (1H, 17.0) 48.0, CHa
3.03,d (1H, 17.0)
4 198.8, CO
4a 103.0, C
5 164.6, C
Sa 105.8,C
6 164.2,C
7 6.29,d (1H, 2.0) 97.5, CH
8 161.9,C
9 6.40, d (1H, 2.0) 102.8, CH
9a 143.5,C
10 6.36, s (1H) 102.9, CH
10a 153.9,C
2-Me 1.64 s (3H) 28.1, CHs
6-OMe 3.88, s 3H) 56.2, CHs
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Fonsekin

Kimyasal Formiil: C15H140¢
Nihai Kiitle: 290.08

Molekiiler Agirlik: 290.27
m/z: 290.08 (100.0%), 291.08 (16.5%), 292.09 (1.3%), 292.08 (1.2%)
Elementel Analiz: C, 62.07; H, 4.86; O, 33.07

2,5,8-trihidroksi-6-metoksi-2-metil-2,3-dihidro-4 H-benzo[ g]kromen-4-on

Sekil 3.124. Fonsekin bilesiginin yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmasi

DAD1 C, Sig=280 4 Ref=of (BRAHIVICADISE YDA BEHER 9-111AN 8 2019-05-25 1549-411BEHER 9 11 PIK 1.0)
mAU

4004

3504

3004

20

204

1504

1004

Sekil 3.125. Fonsekin bilesiginin YPSK kromatogrami
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*DAD1, 15.958 (399 mAU,Apx) Ref=28.984 of BEHER 9 11 PIK 1.D
mAU
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Sekil 3.126. Fonsekin bilesiginin maksimum UV absorbansi
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Sekil 3.127. Fonsekin bilesiginin MeOH-d4’deki "TH-NMR spektrumu
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Sekil 3.128. Fonsekin bilesiginin MeOH-d4’deki '*C-NMR spektrumu
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Sekil 3.129. Fonsekin bilesiginin MeOH-d4’deki 'H-'H COSY spektrumu
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Sekil 3.130. Fonsekin bilesiginin MeOH-d4’deki gHMBC spektrumu
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Sekil 3.131. Fonsekin bilesiginin MeOH-d4’deki gHMQC spektrumu
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3.4.11. Rubrofusarin

Aspergillus costaricaensis mantarinin ham ekstresinin Metanol-Hekzan sivi
siv1 ekstraksiyonundan sonra metanollii faz alinmis ve VSK kolona uygulanmistir.
VSK sonucunda elde edilen 5. fraksiyon Diklorometan (%100), Metanol mobil faziyla
sephadex kolona uygulanmistir. Sephadex kolondan elde edilen toplam 10
fraksiyondan 8. Fraksiyon tekrar metanol mobil faziyla sefadex kolona uygulanmustir.
Uygulanan kolonda fraksiyonlar tiiplere alinmis toplamda 120 deney tiipi
kullanilmistir. 101-120 aras1 numaraya sahip tiipler birlestirilmis ve preparatif ITK
uygulamasiyla madde izole edilerek saflastirilmistir. Preparatif iTK uygulamasinda

solvan sistemi hekzan : etil asetat (1:1) olarak belirlenmis ve yiirlitme sonucunda

Rubrofusarin maddesinin izole edildigi spotun developman faktorii 0,6 olarak

bulunmustur (Sekil 3.132).

Sekil 3.132. Rubrofusarin maddesinin izole edildigi preparatif ITK plag
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Sar1 renkte kati toz olarak izole edilen madde, 251, 278 ve 330 nm degerlerinde
maksimum UV absrobans gdstermistir. Bilesigin '"H ve HMQC NMR spektrumlari &u
6,60 (1H, d, J=2,2 Hz; 6c 103,4) ve du 6,43 (1H, d, J=2,2 Hz; d¢ 98,3) konumlarinda
bulunan iki meta bagli proton, ou 6,04 (1H, s, 6c 107,3) ve on 6,94 (1H, s, ¢ 101,3)
konumlarinda bulunan iki singlet proton olmak iizere 4 aromatik protonun varligini
gostermistir. Buna ilaveten ou 2,38 (3H, s; dc¢ 20,3) konumunda bir singlet olefinik
metil grubunun ve 6u 3,93 (1H, s; 6c 56,0) konumunda bir metoksi grubunun varligi
da ortaya konulmustur. Bu veriler mevcut literatiirle karsilastirildiginda bilesgin nafto-
y-piron tiirevi bir bilesik oldugu sonucuna varilmis ve HMBC spektrumuyla nihai
dogrulama gerceklestirilmistir. HMBC spektrumu incelendiginde ou 2,38 (3H, s; dc
20,3) konumundaki olefinik metil grubundan ve ou 6,04 (6c 107,3) konumundaki
aromatik protondan 6c 183.5 konumundaki karbonil grubuna uzun mesafe korelasyonu
tespit edilmistir. Buna ek olarak, on 6,43 (1H, d, J = 2,2 Hz; 6c 98,3) konumundaki
aromatik protondan 6c 163.5 konumundaki oksijenlenmis aromatik karbona ve du 3,93
(1H, s; 0c 56,0) konumundaki metoksi grubuna uzun mesafe korelasyonlar1 tespit
edilmistir. Bu veriler 1s181nda bilesigin Rubrofusarin madddesi oldugu belirlenmistir

(Bouras ve ark., 2005; Priestap, 1984; Priestap, 1986; Sakurai ve ark., 2003).

Rubrofusarin bilesigine ait 'H ve '3C NMR analizleri Cizelge 3.25’te
verilmistir. Bilesigin yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmasi Sekil 3.133te,
YPSK kromatogrami Sekil 3.134’te, maksimum UV absorbans1 Sekil 3.135’te, 'H-
NMR spektrumu Sekil 3.136°da, *C-NMR spektrumu Sekil 3.137°de, 'H-'H COSY
spektrumu Sekil 3.138’de, gHMBC spektrumu Sekil 3.139’da, gHMQC spektrumu
Sekil 3.140°da verilmistir.

Cizelge 3.25. Rubrofusarin bilesigine ait 'H ve *C NMR analizleri

Rubrofusarin, MeOH-d4, 600 MHz

# ou (J[Hz]) dc, tip

2 171,2,C
3 6,04, s (1H) 107,3, CH
4 183,5,C
4a 105,7,C
5 162,2,C
S5a 109,3, C
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Cizelge 3.25. Devam

6 163,5,C
7 6,43,d (1H, 2.2) 98,3, CH
8 162,7,C
9 6,60,d (1H, 2.2) 103,4, CH
9a 1408, C
10 6,94, s (1H) 101,3, CH
10a 152,4,C
2-Me 2,38, s (3H) 20,3, CHs
6-OMe 3,93, s 3H) 56,0, CHs

10a o

Rubrofusarin

Kimyasal Formiil: C15H1205
Nihai Kiitle: 272.07

Molekiiler Agirlik: 272.26
m/z: 272.07 (100.0%), 273.07 (16.6%), 274.08 (1.3%), 274.07 (1.0%)
Elementel Analiz: C, 66.17; H, 4.44; O, 29.38

5,6-dihidroksi-8-metoksi-2-metilbenzo[ g]Jkromen-4-on

Sekil 3.133. Rubrofusarin bilesiginin yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmasi
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Sekil 3.134. Rubrofusarin bilesiginin YPSK kromatogrami
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Sekil 3.135. Rubrofusarin bilesiginin maksimum UV absorbansi
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Sekil 3.136. Rubrofusarin bilesiginin MeOH-d4’deki 'TH-NMR spektrumu
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Sekil 3.137. Rubrofusarin bilesiginin MeOH-d4’deki *C-NMR spektrumu
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Sekil 3.138. Rubrofusarin bilesiginin MeOH-d4’deki 'H-'H COSY spektrumu
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Sekil 3.139. Rubrofusarin bilesiginin MeOH-d4’deki gHMBC spektrumu
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Sekil 3.140. Rubrofusarin bilesiginin MeOH-d4’deki gHMQC spektrumu

3.4.12. Fonsekinon D

Aspergillus costaricaensis mantarinin ham ekstresinin Metanol-Hekzan sivi
siv1 ekstraksiyonundan sonra Metanollii faz alinmis ve VSK kolona uygulanmistir.
VSK sonucunda elde edilen 3. fraksiyon Hekzan: Etil Asetat (20:80), Metanol mobil
faziyla sephadex kolona uygulanmistir. Sephadex kolon uygulamasinda toplam 8 alt
fraksiyon elde edilmis olup 2. alt fraksiyon olan beher 3-8 fraksiyonu tekrar Metanol
mobil fazi ile ikinci defa sefadex kolona uygulanmustir. Ilk 28 tiip birlestirilerek
preparatif ITK yapilmis ve 3. Siradaki pik toplanarak Fonsekinon D olarak aydinlatilan
madde izole edilmistir. Maddenin saflastirildig1 preparatif ITK calismas1 asagidaki
gorselde verilmistir (Sekil 3.141). Preparatif ITK calismasinda mobil faz olarak 10:0,3
oraninda sirasiyla Diklorometan : Metanol kullanilmistir ve developman faktorii 0,552

olarak bulunmustur.
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Sekil 3.141. Fonsekinon D bilesigine ait preparatif ITK plagmin goriiniir 151k, 254 nm ve 366
nm UV 1s1k altindaki goriintiisii

Fonsekinon D bilesigi amorf sari renkli bir kat1 olarak izole edilmistir. Yapilan YPSK
analizi sonucunda 228, 280 ve 320 nm dalga boylarinda maddenin maksimum UV

absorbans gosterdigi goriilmiistiir. '*C NMR spektrumuna bakildiginda 32 farkh
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karbon piki gdozlenmistir. dc 101.3 ppm’de bir alifatik oksijenlenmis, dc 142.7, dc
140.7, 6c 117.2, 6c 110.5, 8¢ 109.0, 6c 106.8, d¢c 104.6 ve ¢ 104.5 ppm konumlarinda
8 kuaterner aromatik karbon, 6¢ 170.3, 6c 163.4, 6c 163.0, 6c 162.0, 6c 161.6, 6¢ 159.9,
Oc 156.6, d¢c 155.6 ve dc 152.3 ppm konumlarinda 9 oksijenlenmis aromatik karbon ile
dc 199.9 ve dc 186.2 ppm konumlarinda iki adet karbonil karbonuyla toplamda 20 tane
kuaterner karbon piki tespit edilmistir. Maddeye ait 'H NMR spektrumu her biri bir
protona isaret eden 5 farkli aromatik protonun varligini1 géstermis olup on 7.07, on 6.80
ve du 6.09 ppm konumlarinda 3 singlet, on 6.50 (d, J =2.2 Hz) ve on 6.27 (d, J =2.2
Hz) konumlarindan meta bagli olan iki protonun tayini yapilmistir ve bu protonlarin
HMQC spektrumu araciligryla sirastyla 6c 103.2, 8¢ 104.1, d¢ 107.6, 6c 98.2 ve d¢
97.3 ppm konumlarindaki karbonlarla korele olduklari ortaya ¢ikarilmistir. Elde edilen
sonuglar mevcut literatiirlerle karsilastirildiginda maddenin bir y-naftopiron dimeri
oldugu sonucuna varilmistir. HMBC spektrumunda gozlenen anahtar uzun mesafe
korelasyonlar1 dikkatli bir sekilde incelendiginde maddenin Fonsekinon D oldugu

tayin edilmistir (Priestap, 1984; Siriwardane ve ark., 2015).

Fonsekinon D bilesigine ait 'H ve )C NMR analizleri Cizelge 3.26’da
verilmistir. Bilesigin yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmas1 Sekil 3.142°de,
YPSK kromatogrami Sekil 3.143’te, maksimum UV absorbans1 Sekil 3.144’te, 'H-
NMR spektrumu Sekil 3.145°te, 3*C-NMR spektrumu Sekil 3.146°da, 'H-'H COSY
spektrumu Sekil 3.147°de, gHMBC spektrumu Sekil 3.148’de, gHMQC spektrumu
Sekil 3.149°da verilmistir.

Cizelge 3.26. Fonsekinon D bilesigine ait 'H ve '3C NMR analizleri

Fonsekinon D, MeOH-d4, 600 MHz

# Su (J[Hz]) dc, tip

2 101.3,C

3 Solvan piki ile maskelendigi | 47.9, CH,
icin tespit edilemedi.

4 199.9, C

4a 104.5, C

5 155.6,C

Sa 110.5, C

6 159.9, C
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Cizelge 3.26. Devam

7 117.2,C
8 161.6, C
9 7.07, s (1H) 103.2, CH
9a 142.7, C
10 6.80, s (1H) 104.1, CH
10a 156.6, C
2-Me 1.73, s (3H) 28.1, CH;
6-OMe 3.44,s (3H) 62.4, CH;
8-OMe 3.77, s (3H) 56.4, CH;
2’ 170.3, C
3’ 6.09, s 107.6, CH
4 186.2, C
4a° 104.6, C
5’ 163.4,C
5a’ 109.0, C
6’ 162.0, C
7 6.50, d (1H, 2.2) 98.2, CH
8’ 163.0, C
9 6.27,d (1H, 2.2) 97.3, CH
9a’ 140.7, C
10° 106.8, C
10a’ 152.3,C
2-Me 2.18, s (3H) 20.4, CH;
6’-OMe 3.97, s (3H) 56.5, CH;
8’-OMe 3.62, s (3H) 55.6, CH;
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Fonsekinon D

Kimyasal Formiil: C32H2301;
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-4 H,4'H-[7,10'-
bibenzo[g]kromen]-4,4'-dion

Sekil 3.142. Fonsekinon D bilesiginin yapisi, kimyasal 6zellikleri ve adlandirilmasi
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4.TARTISMA

Yaptigimiz literatiir aragtirmasina gore Rubrofusarin maddesi ilk kez 1967
yilinda karasal ortamdan, Fusarium culmorum‘dan izole edilmistir (Shibata ve ark.,
1967). Rubrofusarin maddesi deniz kaynakli bir canlidan ilk kez 2016 yilinda yapilan
bir ¢alismada Aspergillus niger SCSIO Jcsw6F30 mantarindan izole edilmistir(Zhou
ve ark., 2016). 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada Rubrofusarin maddesinin MCF-7
kanser hiicre hatlarina kars1 orta diizeyde etki gosterdigi ortaya konmustur (Megawati
ve ark., 2017). Bu madde, ilk kez bu calisma ile deniz kaynakli Aspergillus

costaricaensis mantarindan izole edilmistir.

Rubrofusarin B maddesi ilk kez karasal ortamdan alinan Aspergillus
fonsecaeus mantarindan izole edilmistir (Galmarini ve ark., 1974). 2007 yilinda Cin’de
yapilan bir ¢aligmada Rubrofusarin B maddesinin ilk kez bir deniz canlisindan,
mangrov tiirevi olan tanimlanamamis bir mantar tiiriinden (No.ZZF79) izole edildigi
literatiire girmistir (Yong-cheng, 2007). 1 yil sonra 2008’de gerceklestirilen bir diger
calismada yine deniz kaynaklarindan elde edilen bir mantar olan Aspergillus
carbonarius WZ-4-11 mantarindan Rubrofusarin B maddesi izole edilmistir (Zhang
ve ark., 2008). Glinlimiize kadar farkli deniz kaynakli Aspergillus tiirlerinden izole
edildigi raporlanmis olsa da bu maddenin, deniz kaynakli Aspergillus costaricaensis
mantarindan ilk kez eldesi bu c¢alisma ile gerceklesmistir. Yapilan bir ¢alisma
Rubrofusarin B maddesinin KB-C2 hiicrelerinin Vinkristin ve Mitomisin C
maddelerine kars1 olan ilag direncini tamamen ortadan kaldirdigini1 géstermistir (Ikeda

ve ark., 1990).

Biitirolakton I bilesigi ilk kez 1977 yilinda Japonya’da karasal bir tiir olan
Aspergillus terreus var. africanus IFO 8835 mantarindan izole edilmistir (Kiriyama ve

ark., 1977). Biitirolakton I maddesi deniz kaynakli bir canlidan ilk kez 2009 yilinda

179



yapilan bir ¢alismada yumusak mercandan izole edilmis olan Aspergillus terreus
mantarindan izole edilmistir (Parvatkar ve ark., 2009). 1996 yilinda yapilan bir
caligmada bilesigin PC-14 insan akciger kanser hiicreleri lizerinde segici cdc2 kinaz

inhibitor etkisi oldugu ortaya konulmustur (Nishio ve ark., 1996).

Poliketid — terpenoid bilesiminden meydana gelen bir meroterpenoid olan
Terretonin maddesi, ilk kez 1979 yilinda Amerika’da yapilan bir ¢caligmada, toksijenik
yani toksin sentezleme kabiliyetine sahip mantarlarin teshisine yonelik gergeklestirilen
bir gdzlemleme ¢alismasinda kullanilan bir saman balyasindan izole edilen Aspergillus
terreus mantarindan izole edilmistir (Springer ve ark., 1979). 2014 yilinda yayimlanan
bir calismada Giliney Cin Denizi’nden alinan, mangrov tiirevi olan, tiir teshisi
yapilamayan bir mantar tiiriinden terretonin maddesinin izole edildigi kaydedilmistir
(Jian-xiang ve ark.). Bu ¢alisma bir deniz mantarindan Terretonin’in elde edildigi ilk
caligmadir. Bunun yani sira 2019 yilinda yapilan bir ¢alismada Terretonin maddesi,
deniz kaynakli bir Aspergillus mantarindan, Cin’in Yangma Adasi’ndan toplanan
ylizeyi sterilize edilmis bir pasifik istiridyesinin taze bagirsagindan izole edilmis olan

Aspergillus terreus ML-44 mantarindan elde edilmistir (Wu ve ark., 2019).

Biitirolakton III maddesi, ilk kez 1983 yilinda Japonya’da yapilan bir
calismada kiiltlir ortaminda elde edilmis olan Aspergillus terreus IFO 4100 mantar
susundan izole edilmistir (Nitta ve ark., 1983). Daha sonra 2005 yilinda
gergeklestirilen bir calismada Ekvador’dan izole edilen karasal bir Aspergillus terreus
mantarindan bu bilesik izole edilmistir (Cazar ve ark., 2005). 2013 yilina gelindiginde
Cin Denizi’nden toplanmis olan dalli bir mercan olan Echinogorgia aurantiaca nin
dokusundan izole edilen Aspergillus terreus mantarindan Biitirolakton III maddesi
izole edilmistir (He ve ark., 2013). Takip eden yillarda farkli caligmalarda denizden
izole edilen farkli mantarlarda bu maddeye tekrar rastlanilmistir (Liao ve ark., 2017).
2020 yilinda yapilan bir ¢alismada derin deniz sedimentlerinden izole edilen bir

Aspergillus tiirlinde de bu maddeye rastlanilmistir (Zeng ve ark., 2020).
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Oktadesil 3-(3,5-di-tert-biitil-4-hidroksifenil) propionat maddesi, ilk kez 2002
yilinda Misir’da yapilan bir calismada Spinacia oleracea L. bitkisinin yapraklarindan
izole edilmistir (Abou Zeid ve Sleem, 2002). Bu maddenin karasal bir mantardan izole
edildigine dair bir kaynak bulunmamaktadir ve deniz ortamindan elde edilen bir
canlidan ilk kez bu tez ¢alismasiyla birlikte izole edilmistir. Yapilan bir ¢aligmada bu
bilesigin HaCaT insan keratinosit ve B16 miirin melanom hiicre hatlarina kars1 zay1f

sitotoksik aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Nguyen ve ark., 2018).

Fonsekin ve 8-O-Demetilflavasperon B bilesikleri ilk kez 2002 yilinda karasal
ortamda izole edilen Aspergillus niger tiirii bir mantardan izole edilmistir (Sakurai ve

ark., 2003).

Biitirolakton VI maddesi, ilk kez 2010 yilinda, Japonya’da yapilan bir
calismada karasal bir tiir olan Aspergillus terreus BCC 4651 mantarindan izole
edilmistir (Haritakun ve ark., 2010). 2015 yilinda gerceklestirilen bir ¢alismada,
Biitirolakton VI maddesi denizden toplanan Grateloupia turuturu kirmizi alg tiirlinden
izole edilen Paecilomyces variotii EN-291 mantar tiiriinden izole edilmistir (Zhang ve
ark., 2015). Biitirolakton VI maddesi deniz tiirevi bir Aspergillus mantarindan ilk kez

bu calisma ile izole edilmistir.

4-hidroksi-3-(3-metilbiit-2-en-1-il) benzaldehit maddesi ilk kez 2012 yilinda
Heterobasidion occidentale kok cilriitiicii patojeninden izole edilmistir. Sonraki
yillarda Narthecium ossifragum meyvelerinden de izole edildigi raporlanmigtir. Ancak

deniz kaynakli bir canlidan izolasyon yoluyla ilk defa bu calismada elde edilmistir

(Hansson ve ark., 2012; Vu ve ark., 2016).

p-Hidroksifenil asetik asit metil ester maddesi ilk kez Taraxacum mongolicum

koklerinden izole edilmistir (Peng ve ark., 2014). Bu madde deniz kaynakli bir
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canlidan ilk kez 2020 yilinda izole edilip literatiire kaydedilmistir. Deniz
sedimentinden izole edilmis olan Penicillium minioluteum 771657 mantarinin
gostermis oldugu aktivitelerden hareketle sekonder metabolit izolasyonu yapilmis ve
bu madde de bir deniz kaynakli organizmadan ilk kez izole edilmistir (Ma ve ark.,
2020). Bu maddenin ilk kez deniz tiirevi bir Aspergillus tiirlinden izole edilmesi bu

calisma ile gerceklestirilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Gergeklestirilen bu doktora tez ¢alismasinda iilkemiz denizlerinde yasayan
canlilardan izole edilen Aspergillus cinsi iki deniz kaynakli mantar ile ¢aligilmus,
Aspergillus terreus tiriinden 5 adet, Aspergillus costaricaensis tirinden 7 adet
sekonder metabolit izole edilerek bu metabolitlerin yapilar1 aydinlatilmistir. Yapilart
aydinlatilan bilesikler {izerinde antienflamatuvar ve antialerjik biyoaktivite ¢caligsmalari

gergeklestirilmistir.

Sekonder metabolitler, canlilarin gerek fiziki kosullara gerek kimyasal
kosullara gerekse yabanci canlilara karsi kendi varliklarinin devamliligini garanti
altina almak i¢in tiiretmis olduklar1 bilesiklerdir. Bu bilesiklerin yapisi, iiretilme
amagclar1 dogrultusunda her canlida degisiklik gosterebilmektedir. Ayni tiirde olan
canlilarda dahi canlinin bulunmus oldugu ortamin fizikokimyasal 6zellikleri canlinin
irettigi sekonder metabolit bilesimini degistirebilmektedir. Bu yiizden bir mantar
tiirlindeki sekonder metabolitlerin incelenmesinde o mantar tiiriiniin izole edildigi
canli, izole edildigi cografi konum, canlinin toplandigi derinlik, 6rnegin alindigi
ortamin tuzlulugu, basing ve sicaklik degeri gibi kosullara bagl olarak farkli sekonder

metabolitlerin varlig1 gdzlemlenebilecektir.

Literatiiri arastirdigimiz zaman {ilkemiz denizlerinden elde edilen canlilar
tizerinde yapilan sekonder metabolit izolasyon ¢alismalarinin olduke¢a kisith ve az
sayida oldugu goriilmektedir. Ulkemizin etrafinin denizlerle cevrili olmasi deniz
canlilarinin arastirilmasi konusunda iilkemizi 6nemli bir yerde konumlandirmaktadir.
Ancak iilkemizin bu potansiyeli heniliz degerlendirilememektedir. Yapilan bu
calismayla iilkemiz deniz kaynaklarinin yeni ila¢ etken maddesi arastirmalari igin

onemli bir kaynak oldugu gosterilmek istenmistir.
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Yapilan biyoaktivite ¢aligmalarinin sonuglar1 degerlendirildiginde Aspergillus
terreus mantarinin ham ekstresinde DPPH ve ABTS metotlan ile gergeklestirilen
testlerde 1Cso degerleri sirasiyla (16,14 ve 56,23) ug/mL olarak yiiksek antioksidan
aktivite goriilmiistiir. Aspergillus costaricaensis mantarinin ham ekstresinde HCT-116
hiicre hatt1 {izerinde yapilan sitotoksik aktivitede 12,03 pg/mL ICso degeriyle kayda
deger aktivite gdzlenmistir. Gergeklestirilen antimikrobiyal aktivite testinde incelenen
bakteri suslar1 {izerinde her iki mantar ekstresi i¢in de kayda deger bir sonug

alinamamustir.

Aspergillus terreus mantari, bilinen bir tiir olup bu tiiriin hem karasal hem
deniz kaynakli ornekleri iizerinde ¢ok sayida calisma gergeklestirilmistir. Baska
calismalara konu olmus ve farkli yerlerden izole edilmis Aspergillus terreus mantarlar
ile Marmara denizinden toplanan Spirorbis sp. halkali solucanindan izole edilen
Aspergillus terreus mantarmin iirettigi ortak metabolitlerin oldugu gériilmiistiir. Izole
edilip yapis1 aydinlatilan bilesiklerin 3 tanesi biitirolakton yapisinda, terretonin
maddesi steroid lakton yapisindaki bir meroterpenoid olup diger madde benzaldehid
tiirevidir. Bunlar igerisinde, biitirolakton I bilesiginin 6nemli aktiviteye sahip oldugu
yapilan biyoaktivite testleri sonucunda gosterilmistir. Bununla birlikte 4-hidroksi-3-
(3-metilbiit-2-en-1-il) benzaldehit maddesinin literatiirde ilk kez, sentez yoluyla degil

bir canli organizmadan sekonder metabolit olarak izole edilmesi 6nemli bir husustur.

Mevcut biitiin literatiir tarandig1 zaman Aspergillus costaricaensis mantari
lizerine yapilan higbir sekonder metabolit izolasyon caligsmasi bulunamamustir.
Dolayisiyla gerceklestirilen bu c¢alisma, Aspergillus costaricaensis mantarindan
sekonder metabolit izolasyonunun yapildig1 ilk c¢aligma olma O6zelligine sahiptir.
Bunun saglayacagi avantaj ise bu ¢alismadan yapilacak yayinlarla birlikte iilkemizde
Akdeniz’de yasayan Petrosia ficiformis siingerinden izole edilen Aspergillus
costaricaensis mantarindan sekonder metabolit elde edilmesine doniik bu caligma,
diinya bilim camiasina tanitilacaktir, boylece iilkemiz denizlerinin sekonder

metabolitlerin elde edilmesi i¢in 6nemli bir kaynak oldugu vurgulanacaktir.
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Aspergillus  costaricaensis mantarinda izole edilen rubrofusarin ve
rubrofusarin B bilesikleri poliketid naftopiron yapidaki bilesiklerdir. p-Hidroksifenil
asetik asit metil ester maddesi 4 hidroksi fenil asetik asitin karbonil grubunun metanol
ile kondensasyonu sonucu olusan bir metil esteridir. Biitirolakton I maddesi
Aspergillus terreus mantarindan izole edildigi gibi Aspergillus costaricaensis

mantarindan da izole edilmistir.

Izole edilen bilesikler iizerinde geceklestirilen biyoaktivite testleri sonucunda,
Aspergillus terreus mantarindan izole edilen biitirolakton I bilesiginin A23187 ve
antijen tarafindan indiiklenen degraniilasyonu inhibe ederek kayda deger antialerjik
aktivite gosterdigi tespit edilmistir. /n vitro antienflamatuvar analizinin sonuglari
incelenen bilesikler icerisinde yalnizca biitirolakton I bilesiginin siiperoksit anyon
olusumuna ve noétrofil elastaz salimina karst giiclii inhibitdr etki gosterdigini ortaya
koymustur. Sonuglar incelendiginde biitirolakton I bilesiginin saglikli hiicrelere karsi
toksik olmadiginin goriillmesi ve bu bilesigin hailhazirda standart tedavi olarak
kullanilan genistein etken maddesinden daha giiclii bir aktiviteye sahip olmasi
biitirolakton 1  bilesigini  potansiyel bir antienflamatuvar ajan1  olarak

konumlandirmaktadir.

Deniz canlilar1 ve onlardan izole edilen mikroorganizmalar iizerine yapilan
calismalar arttik¢a bu kaynaklardan elde edilen etkili bilesiklerin ilag¢ etken maddesi
olarak insanlarin sagliklarina katki sunma diizeyleri de artacaktir. 1969 yilindan 2000
yilina kadar 2, 2000 yilindan 2019 yilina kadar 7, 2019 ve 2020 yillarinda ise 4 adet
deniz kaynakl bilesigin FDA’dan onay alarak kullanima sunulmasi, deniz kaynakli
canlilar iizerinde ¢alismalarin yogunlastigin1 ve deniz kaynaklarinin yeni ilag etken

maddelerinin kesfi i¢in ne kadar 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir.

Yapilan calismada Aspergillus terreus mantarindan izole edilmis olan

biitirolakton I maddesinin kayda deger antialerjik ve yiiksek antienflamatuvar
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biyoaktivite gostermis olmast {iilkemiz denizlerinden elde edilen bir deniz
mikroorganizmasindan da ileride piyasada ila¢ olarak kullanilabilecek bir etken
maddenin ¢ikma potansiyeli oldugunu gostermektedir. Deniz canlilarin taksonomik
siniflandirilmasina yonelik caligmalar heniliz baslangi¢ diizeyinde denebilecek olup,
tilkemiz denizlerinde bulunan canlilarin tanimlanip siniflandirilmaya dahil edilmesi de
hem iilkemizin bu alandaki etkinligini giiclendirecektir hem de {ilkemiz bilim
insanlarinin bu alana yonelmelerini ve bu alanda c¢alismalar yapmalarina olanak

saglayacaktir.

Bu tez caligmasi iilkemizde deniz kaynakli mantarlar iizerine yapilan ikinci
doktora calismasi olmustur ve bu ¢alismadan elde edilen sonuglar iilkemizin bilim

diinyasinda yer almasina katki saglayacaktir.
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OZET

Aspergillus terreus ve Aspergillus costaricaensis Mantarlar1 Uzerine Farmakognozik

Arastirmalar

Diinya yiizeyinin yaklasik {icte ikisi deniz ve okyanuslarla ¢evrilidir. ilag kesifleri icin
karasal kaynaklar kadar deniz ortami da 6nem arz etmektedir. Deniz canlilar1 bu kesfin 6nemli
bir parcasi olmaktadir. Son 20 yilda deniz canlilar1 ve deniz canlilarindan elde edilen
mantarlar, ¢esitli biyoaktivitelere sahip yeni ve benzersiz metabolitler iiretmeleriyle artan bir
ilgi gérmektedir.

Bu dogrultuda gergeklestirilen bu tez ¢alismasi kapsaminda, Marmara denizinden
toplanan Spirorbis sp. halkali solucanindan Aspergillus terreus mantar1 ve Akdenizden
toplanan Petrosia ficiformis siingerinden Aspergillus costaricaensis mantari izole edilmistir.

Mantar ham ekstreleri {izerinde biyoaktivite ¢aligmalar1 yiiriitiilmiistir. DPPH, SO,
NO, ABTS yontemleriyle antioksidan, MTT yontemiyle sitotoksik ve modifiye mikrodiliisyon
yontemiyle antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Aspergillus costaricaensis ekstresi 12,03
ug/mL ICso degeriyle kaydadeger sitotoksik aktivite gostermistir. Aspergillus terreus ekstresi
DPPH metoduyla yapilan testte 16,14 pg/mL ICso degeriyle yiiksek antioksidan aktivite
gostermistir.

Mantarlardan sekonder metabolit izolasyonu gerceklestirilmis ve izole edilen
sekonder metabolitlerin biyoaktiviteleri incelenmistir. izole edilen sekonder metabolitlerden
12 tanesinin yapisi aydinlatilmistir. Gergeklestirilen biyoaktivite testleri sonucunda
Aspergillus terreus mantarindan izole edilen Biitirolakton I maddesinin kayda deger antialerjik
aktivitesinin yaninda olduk¢a yiiksek antienflamatuvar aktiviteye sahip oldugu ve normal
hiicrelere toksik olmadigi tespit edilmistir.

Biitirolakton I maddesinin 2019 yili sonunda gériilen ve 1 yildir tiim diinyada etkisini
agir bir sekilde gostermekte olan COVID-19 virlisiiniin ana proteazin1 inhibe edici
aktivitesinin arastirilmasi halen devam etmektedir.

Sonug olarak bu doktora tezi ¢aligmasiyla edinilen bilgilerin, hem yeni bir antialerjik
ilac etken maddesi tretilmesinde hem de {iilkemiz denizlerinden elde edilecek deniz
canlilartyla yeni ilag etken maddesi kesfi alaninda baska arastirmacilara yon vermesinde etkili
olacag diistiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Antialerjik Aktivite, Antienflamatuvar Aktivite, Biyoaktivite Tayini,

Deniz Mantarlar1, Sekonder Metabolit Izolasyonu.
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SUMMARY

Pharmacognostical Investigations on Aspergillus terreus and Aspergillus costaricaensis

Fungi

About two-thirds of the earth's surface is surrounded by seas and oceans. Marine
environment is as important as terrestrial sources for drug discovery. Sea creatures are an
important part of this discovery. In the last 20 years, marine organisms and fungi from marine
organisms have received increasing attention as they produce new and unique metabolites with
various bioactivities.

Within the scope of this thesis study conducted in this direction, Aspergillus terreus
fungi were isolated from Spirorbis sp. annelide which was collected from Marmara Sea and
Aspergillus costaricaensis fungi were isolated from Petrosia ficiformis sponge which was
collected from Mediterranean Sea.

Bioactivity studies were carried out on crude extracts of two fungi. Antioxidant
activities by DPPH, SO, NO, ABTS methods, cytotoxic activities by MTT method and
antimicrobial activities by modified microdilution method were investigated. Aspergillus
costaricaensis extract showed significant cytotoxic activity with an ICs value of 12.03 pg/mL.
Aspergillus terreus extract showed high antioxidant activity with an ICso value of 16,14 ug/mL
in the test performed by DPPH method.

Secondary metabolite isolation was performed from both fungi and bioactivities of the
isolated secondary metabolites were investigated. The structures of 12 isolated secondary
metabolites were elucidated. As a result of the bioactivity tests carried out, it was determined
that the butyrolactone I substance isolated from the fungus Aspergillus terreus has remarkable
antiallergic activity and has a very high anti-inflammatory activity and is not toxic to normal
cells.

The investigation of COVID-19 main protease inhibitory activity of Butyrolactone I,
COVID-19 was observed at the end of 2019 and has been heavily effective all over the world
for 1 year, is still ongoing.

In conclusion, it is thought that the information obtained from this doctoral thesis will
be effective both in the production of a new antiallergic drug active substance and in guiding
researchers in the field of discovering new drug active substance from marine organisms to be
obtained from the seas of our country.

Keywords: Antiallergic Activity, Antiinflammatory Activity, Determination of Bioactivity,
Marine Fungi, Secondary Metabolite Isolation.
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