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ONSOz

Ulkemizin tc tarafi denizlerle cevrili olmasina ragmen deniz kaynakl
dogal urunlerden ticari sUngerlerin disinda faydalanilmamaktadir.
Yurt disindaki calismalara bakilinca son elli yildir bu konudaki
arastirmalarin ¢ok yogun oldugu gortilmektedir. Farkli kaynaklardan
elde edilen etken maddelerin bazilar1 tedavi amacli kullanilmakta
olup bir kismi1 da klinik calisma asamasindadir. Bu durum bizim
deniz kaynakli dogal Urlinleri tez konusu olarak secmemize neden
olmustur.

Tezimin konusunda Ulkemizde hazirlanan ilk tez olmasi,
Farmakognozinin klasik calisma konusu olan bitkilerle yapilan
calismalardan farkli olmasi nedeni ile benim icin glizel bir deneyim
oldu. Bitkisel analizlerden baz1 farkliliklar1 oldugunu goérdtm.
Bunlar; stngerin toplanmasi, laboratuvara getirilirken bakimi,
stiingerin analiz icin hazirlanmas: sirasindaki farklhiliklar ve
stingerlerin miktar olarak az olmasi nedeniyle izolasyon sirasinda
yasanan bazi1 sikintilardi. Calismalarim sirasinda elde ettigim
sonuclar beni yeni deneylere yonlendirdi ve buna bagh olarak
biyoaktivite calismalar1 yaptim. Kariyerinin ilk asamasinda olan bir
arastirmaci icin giizel ve dogru bir baslangic yaptigima eminim.

Tez konumun secilmesinde, calismalarimin her asamasinda bana
destek olan bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim sevgili hocam Prof.
Dr. Belma Konuklugil’e ve calismalarim sirasinda ilgi ve yardimlariyla
bana destek olan Farmakognozi Anabilim Dali 6gretim Uyelerine ve
calisma arkadaslarima tesekklr ederim.

Calismalarim sirasinda beni laboratuvarina kabul edip bilgi, tecrtibe
ve olanaklarindan faydalanmami saglayan Sayin Prof. Dr. P. Proksch
(Duesseldorf University, Faculty of Pharmaceutical Biology) ve
oradaki calisma arkadasim sevgili Bio. Annika Putz’a, tesekktirti bir
borg¢ bilirim.

Biyoaktivite calismalarim sirasinda buytk yardim ve destek
gérdiigiim, destegini her anlamda hissettigim Gazi Universitesi
Farmakognozi Anabilim Dali 6gretim Uiyelerinden sevgili hocam Docg.
Dr. ilkay Orhan’a sonsuz tesekkiir ederim.
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1. GiRIS

Bitkilerden elde edilen etken maddelerin tedavi amacl kullanimi giin
gectikce 6nem kazanmaktadir. Bugliine kadar 120.000 farkli etken
madde tanimlanmis olup, yapilan calismalarla bu say1 giin gectikce
artmaktadir. Son yillarda bitkilerin disinda deniz canlilarindan ve bu
canlilar Utizerinde yasayan mantarlardan yeni etken maddeler izole
edilmistir. Okyanuslar dinya yuUzeyinin 70% ini kaplamakta olup,
tanimlanan 300 O000'den fazla degisik turde bitki ve hayvan
barindirmaktadir. Makroskobik bitkiler ve hayvanlar kutuplar,
iliman, tropik bodlgeleri de dahil olmak tUzere okyanuslarin her
noktasina adapte olmuslardir. Deniz canlilar1 icinde sungerler ve
algler, yapilarindaki 6zel etken maddeler nedeniyle 6énemli bir yer

tutmaktadir (Jain ve Tiwari, 2007).

Stungerler Latince “delik” anlamina gelen ‘PORUS’ kelimesi ile
“tasimak” anlamina gelen FERRE’ kelimelerinin birlestirilmesiyle
‘PORIFERA’ (Delikliler) olarak Grant tarafindan 1836 yilinda
adlandirilmislardir. Stngerler canlilar aleminin alglerden sonra en
yaslhi grubunu olusturlar ve son 600 milyon yildir ekosistemde
varliklarini devam ettirmeyi basarmislardir. Bu wuzun zaman
diliminde bakterilerle mikroorganizmalarin suUngerlerle birlikte
kompleks bir metabolizma olusturarak giinimuize kadar geldikleri

soylenebilir (Jain ve Tiwari, 2007).

Stungerler, hayvanlar aleminde cesitli renklerde ve c¢ok sayida
bulunmalarina ragmen haklarinda yeterince bilgi sahibi olunmayan
bir gruptur. Bunun sebebi bu hayvanlarin davranislarinin ve
anatomilerinin gézlemlenme zorlugudur (Biomedia associates, 2003;

Erisim tarihi: 15.02.2008). Stingerler diinya Uuzerinde 5000 civarinda



tird olan ve yaygin bulunan hayvanlardir (Mayers, 2001). Stinger
sinifina ait hayvanlar tamamen suculdur. Sunger turlerinin %98’
denizlerde, cok az bir yuzdesi ise tathh su goélleri ve akarsularda
bulunmaktadir (Biomedia associates, 2003; Erisim tarihi:

15.02.2008).

Sungerlerin yalniz bir familyasinin Uyeleri (Spongilidae) denizlerin
yani sira tath sularda da bulunur. Spongilidae’nin disinda, tath
sularda yasayan birkac kucik familya daha vardir, Afrika’da
Potamolepidae, Baykal goltinde Lubomirskiidae ve Adocidae disinda
digerlerinin hepsi denizeldir. Tatlh sularda yasayanlar, bitki saplari,
taslar ya da sularin icine sarkmis dal ve kokler izerinde bulunurlar.
Denizel sungerler si1g ya da derin yerlerde, taslar, sert zeminler,
kabuklar, bitkiler = Uzerinde, ayrica  alglerin, midyelerin,
salyangozlarin, ve icine yengec girmis salyangoz kabuklarinin
Uzerinde de yasarlar. Bazilar1 bu yengeclere barinak goérevi de
yaparlar. Her zaman besini bol, hareketli sulari tercih ederler.
Stungerler hayvanlar aleminde hayat agacinin en alt kismim

olusturmaktadirlar (Demirsoy, 2005).

Stungerler ilkel cok hucreli hayvanlardir ve hiicre bazinda organize
canlilardir, yani, degisik hucreler degisik fonksiyonlar1 yUrtitmek
lUzere Ozellesmislerdir, fakat bu huicreler bir araya gelerek dokular:
olusturmamislardir (Myers, 2001). Sungerlerde viicut htucrelerinin
cogu dokular tarzinda birbirlerine bagli olmadiklar1 gibi, fizyolojik
bakimdan da birbirlerine bagimli degillerdir. Bu nedenle, belirli
islevlere gore 6zellesmis organlari da bulunmaz. Viicudun beslenme
ve cogalma gibi esas islevleri, bagimsiz hiicreler tarafindan yapilir.
Kasilgan hiticreler haricinde, kas, sinir ve duyu hucreleri bulunmaz.
Sindirim ilkel bir sekilde tamamen intraseltilerdir. Gelisme sirasinda

larvaya ait ic ve dis embriyo tabakalari yer degistirir. Bu 6zellikler



stingerlerin en basit ¢cok hucreliler olduklarini goésterir (Demirsoy,
2005).

Pek cok stinger tiru toksik maddeler icerir. Stingerlerin bu kimyasal
maddeleri deniz ekosisteminde hayatta kalabilmek icin dismanlarina
karsi urettigi dustnulmektedir. Ayni zamanda bu maddelerin
bazilarinin insanlar tizerinde yararli etkilerinin bulundugu gézlenmis
olup solunum, kalp-damar, mide-bagirsak sistemleri Uzerinde,
antienflamatuar, antitimoér ve antibiyotik aktiviteleri de tespit

edilmistir (Myers, 2001).

Sungerler, cogunun spikullerle kapli olmasindan baska, lezzet ve
kokularinin begenilmemesi nedeniyle, diger hayvanlar tarafindan
besin olarak alinmazlar. Fakat sesil olmalar1 ve vicutlarinin porlar
tasimas1 nedeniyle, bircok hayvana zemin ya da siginak gorevi
yaparlar. Bircok stlingerin icinde, su akiminin gectigi yerlerde, degisik
hayvanlar, 06zellikle halkali solucanlar ve kabuklular yerlesir

(Demirsoy, 2005).

Stungerler ayn1 zamanda porlar: tizerinde ve etrafinda yasayan kucuk
deniz canlilarina ve deniz bitkilerine ev sahipligi yaparlar. Bakteriler
ve alglerle ortak yasayabilirler. Stinger bakteri veya algi korur ve
destekler, bakteri veya alg ise stingere besin saglar. Stiingerler bazen
mercanlarin veya yumusakcalarin ylzeyini kazirlar, bazen kayalarin
parcalanmasina ya da yumusakcalarin o6limune sebep olurlar.
Mercanlar veya yumusakcalar sUngerler icin besin degildir fakat
bazen korunmak icin batmak isterler ve asindirma yaparlar. Bu
asindirma kalsiyumun dogadaki dénglisii acisindan faydali etkilere

sahiptir (Myers, 2001).

Antiviral asiklovir HIV’e karsi kullanilmakta olup stingerden elde

edilen bir etken maddeden gelistirilmistir. Deniz kaynaklarindan elde



edilen 10’dan fazla dogal etken madde tizerinde genellikle antikanser,
antienflamatuvar ve analjezik etkileri acisindan klinik calismalar
devam etmektedir. Bunlara 6rnek olarak deniz yilanindan elde edilen
ve agr kesici olan konotoksin (zikonotid), bir tunikat tirtiinden elde
edilen ve kanser tedavisinde Umit veren bir etken madde olan
ekteinasidin 743 (ET-743), stiingerlerden elde edilen antienflamatuvar
etkili manoalit ve antikanser etkili halikondrin’i verebiliriz. Bu
calismalar sonucu bircok ila¢ firmasi deniz canlilar1 ve bu canlilar
Uzerinde yasayan mantarlardan biyoaktif etken maddelerin eldesine

Onem vermektedirler.

Tam bu calismalar g6z 6nUne alininca, Ulkemizdeki suUngerlerin
populasyonu ve yasam alanlarinin tesbitinin bugline kadar detayh
yapilmamis olmasi, etken madde elde etmeye yoénelik izolasyon
calismalarinin az olmasi, calisma konusu olarak denizlerimizde
yetisen suUnger turlerinden bir tanesini se¢memizin nedenidir.
Ulkemizin Ui¢ tarafinin denizlerle cevrili olmasi deniz sularimizda
yetisen canlilarla yapilacak calismalar sonucu tedavi alaninda
kullanilabilecek yeni etken maddelerin bulunmasina olanak
saglayabilecektir. Bu nedenle tez konumuzun bu alanda yapilacak
diger calismalara da yol goésterecegine ve Ulke ekonomimize yarar

saglayacagini imit ediyoruz.

1.1. Siingerlerin Genel Yapilar1

Sungerler viicutlarinda tasidiklar: “por” adi verilen delikler ytizinden
porifera adini1 almislardir. Hepsi icin ortak 6zellikler belirtmek zordur.
Vazo, kadeh, boru vs. gibi radyal simetrili olabildikleri gibi diizensiz
ktimeler, dallar, degisik cisimlerin tUzerini 6rten kabuklar halinde

simetrisiz de olabilirler. Boyutlar1 birka¢c milimetreden baslayip



caplart ya da yukseklikleri 1-2 metreye kadar ulasabilenleri vardir.
Pek cogu sari, ten rengi, acik gri gibi géze carpmayan renklerdedir. Az
bir kismi1 da parlak sari, turuncu, kirmizi, mavi ya da siyah renkli
olabilir. Tatli sularda yasayanlar viicutlarinda ortak yasayan algler
tasidigindan yesil renkli gériintirler. Erginleri yer degistirmez. Kayalar
gibi sert cisimlere ya da zemine yapisik olarak yasarlar. Vicutlarn
torba, canak ya da mantar seklinde olabilir. Cogunlukla diizensiz bir
iskelet olustururlar. Kirpikli larvalar1 serbest yuzerken agiz
bolgeleriyle bir yere tutunup otururlar ve agizlarini ortadan
kaldirirlar. Bu sirada vicutlarinin tUzerinde, ortadaki kanala
baglanan binlerce por acilir. Bu kanal solunum ve beslenme kanali
ile kismen eseysel hucrelerin disariya atildigi yolu olusturur.
Kanaldaki yakali hticreler strekli su akiminin olusmasini saglarlar.
Bu hucreler cogunlukla kuiciik odaciklar (kamcili odaciklar) icinde
bulunurlar. Suyun atildigi delige “Oskulum?”, deliklere “Oskula” adi
verilir. Diger cok huicrelilerde oldugu gibi stingerlerde organ olusumu
yoktur. Huicreleri kendi kendine sekillenebilme yetenegi gosterir. Eski
doga bilimciler (Aristoteles, Pliny vb.) stingerleri bitki olarak kabul
etmislerdir; ancak 1765 yilinda i¢ yapilart bulununca hayvan

olduklar1 anlasilmistir (Demirsoy, 2005).

1.2. Siingerlerin Viicut Yapilari

Vicutlarn Ui¢c tabakada incelenir. Bu tabakalardaki hiicreler sinirli da
olsa yer degistirebilirler.

1. Epidermis (Dermal Tabaka=Ektoderm=Pinakoderm=0rtiiTabakasi)
2. Gastrodermis (Gastral Tabaka=Endoderm=Koanoderm)

3. Mesogloea



1.2.1. Epidermis (Dermal Tabaka)

Bu tabaka cogunlukla “Pinakosit” adini1 verdigimiz silsiz hlicrelerden
olusmustur. Bu hiucreler yassi, birbirinden ayrilabilen ve diger
huicreler ile baglanti kurabilen yani bir cesit epitel olusturabilen
huicrelerdir. Pinakositler vicut yuzeyi haricinde bazi bosluklarin
ceperlerini de kaplar. (Sikon ve l6kon tip sungerlerde oskulum
boslugu ile getirici ve goétiriicti kanal ¢eperleri gibi...). Stingerlerin bir
kisminda, pinakositlerin arasinda belirli araliklarla, yer yer kasilgan
6zellikli hucreler olan “Porosit”ler c¢evrilmis “Porlar” bulunur.
Porositler epidermisten baslayarak i¢c bosluga kadar devam eden
uzun hucrelerdir. Ortalarinda hucreler arasi bir kanal uzanir. Bu
kanalin bir ucu viicut ylzeyinden disariya, diger ucu da i¢c bosluga

acilir.

Pinakositler yerine ve sekline gbére séyle gruplandirilir:

a. Eksopinakositler: Viicudun buyuk kismini 6rterler. Bu hticreler
cok defa “T” seklindedir.

b. Endopinakositler: Kanallar1 tamamen kaplarlar ve cogunlukla
yass1 sekildedirler.

c. Bazopinakositler: Viicudun epitelini olustururlar. Kismen filopod
yapisindadirlar. Bunlar kollajen ve polisakkarit salgilayarak viicudun
nesnelere tutunmasini saglarlar. Bazopinakositler mezogleanin

huicreleri ile de baglantilidirlar.

Sungerlerde dis ortd vicudun yumusak yapili i¢c kismindan ayri
durur. Dis 6rtd, i¢c kisimdan gelen iskelet elemanlar1 tarafindan

guclendirilir ve bdylece mezogloeay: bir kutu gibi sarar.



1.2.2. Gastrodermis (Gastral Tabaka)

Yan yana gelmis, kamcili yakali huiicrelerden (Choanocyt=Koanosit)
olusmustur. Bu hucreler uzun bir kamci tasirlar. Bu kamcinin
kaidesinde mikrovilluslardan olusmus bir yakalik bulunur.
Mikrofagositoz ve pinositoz Ozellikleri vardir. Bunlar viicudun ic
kismindaki bosluklarin (akson tipi stingerlerde oskulum boslugunun,
sikon tipinde radyal tuplerin, l6kon tipinde kamcili odaciklarin)
etrafini cevirirler. Cok hucreliler arasinda stingerlerden baska hicbir
hayvan grubu koanosit tasimaz. Gastral tabakaya ait hucrelerin
gorevi kamcilarin burgu hareketleri ile bulunduklar bosluk icindeki
suyu harekete gecirerek solunum suyunu her zaman yenilemek ve su

akimi ile striklenen besin maddelerini iclerine alarak sindirmektir.

1.2.3. Mezogloea

Epitellerin (ekto ve endo) arasinda bag doku olarak, jelatinimsi
saydam bir matriks olan “Mezogloea” bulunur. Baz1 genc¢ stingerlerde
bu tabaka cok ince olmasina karsin (oscarella’ da baslangicta hi¢ yok)
bircok stngerde vicudun en kapsamli kismini olusturur.
Mezogloeanin temel maddesi icerisinde, kollajen lifler ve farkh
yapilarda, siniflandirmas:i henltiz yapilmamis sabit ya da goclici
htuicreler bulunur. Bazi kaynaklar da bu tabaka farkli agiklanmaistir.

Arkaeositler (Amebosit): Kut, yalanci ayakli, buyuk ve belirgin
cekirdekli huicrelerdir. Hareketlidirler ve fagositoz yetenekleri vardir;
vicudun yenilenmesinden sorumludurlar. Duruma goére, zaman
zaman diger hucrelere de donusebilirler. Sungerin rengi bu
huicrelerdeki pigmentlerden dolayidir. Doénustigi bu hucreler,
yalancit ayaklar1 ince ve dalli olan “Kollensitler” kendilerini saran
kollajenleri salgilarlar; “Lofositler” hareket eden htucrelerin arkasinda

kuyruk gibi uzanan kollajenleri Uretirler; “Spongositler” bircok grup



halinde birlikte yasayan sungerlerde, gruplar1 birbirine baglayan,
kollajen yapisinda, %14 iyot iceren “spongin” denen bir madde
salgilarlar (banyo sungerinde kullanilan kisim bu maddenin
olusturdugu kisimdir); “Sklerositler” “spiktlleri” meydana getirir ve
daha sonra parcalanir; “Miyositler” kasilgandir (ig seklinde olan bu
huicreler genellikle vicudun buytk ya da kucuk delikleri yani
oskulum ve porlar cevresinde bir sfinkter olusturacak tarzda
siralanarak bu deliklerin acilip kapanmalarini duzenlerler),
mikrotubuluslar ve fibrilleri icerir; “Tesositler” depo htuicreleri olarak
gorev yaparlar, granulleri, kurecikleri, pigment cisimlerini ya da
bosaltim atiklarini icerirler; ayrica burada esey huicreleri de bulunur

(Demirsoy, 2005).

1.3. Viicut Yap: Tarzlar1

Sungerler iclerindeki kanal sisteminin karmasikligina goére de
gruplara ayrilirlar. Bunlar; Askon, Sikon, Lokon ve bazen de Silleibid
adlar: verilen dort tiptir.

1.3.1. Askon Tipi: Stingerlerin en basit ve en ilkel tipidir. Bu tipte
radyal simetrili bir vazo tipinde olan viicut ortada genis bir boslukla
bunun etrafini saran ince bir ¢eperden olusmustur. Stinger, kapali
olan dip kismi ile bir yere baglanir. Baglanma yerinin karsi
kutbundaki buytk delige “Oskulum”, ortadaki bosluga da “Oskulum
boslugu” (gastral bosluk) denir. Ceperi gastral ve dermal
tabakalardan olusmustur. Gastral tabaka oskulum boslugunun
etrafin1 kaplar. Stngerin vicut yuUzeyini Orten epiderm tabakasi
bircok por icerir. Her por bir porositin icinden gecen kanalin disari
acildigi delikciktir. Hucre ici kanalin diger ucu oskulum boslugunda
sonlanir. Porlar araciligi ile iceriye, oskulum bosluguna giren su,
gastral tabakadaki kamcilarin strekli hareketi sayesinde

oskulumdan tekrar disar1 atilir. Normal halde buttin porlar ve



oskulum tamamen acik oldugundan su akimi sureklidir. Su akimi,
gectigi yerlere, besin ve oksijen getirir; oralardan aldigi metabolizma

atiklarini da disar tasir.

Askon tipinde olan stingerler cok degildir; yalniz kalkerli stingerlerin
bir familyasi olan Asconidae ile diger suingerlerden bazilarinin
“Olinthus” adi verilen genclik evrelerinde gérultir. Bu tipte olanlarin
vicut capi yaklasik 2 mm kadardir.

1.3.2. Sikon Tipi: Vucut, askonda oldugu gibi radyal simetrili bir
vazo seklindedir. Bunlarda da oskulum boslugu terminal bir oskulum
ile disar1 acilir. Yalniz viicut ceperi onlar gibi diiz olmayip kalin ve
kivrimhidir. Bu kivrimlar dolayisiyla oskulum boslugunun etrafinda
yukstuk seklinde radyal cikintilar meydana gelir (Radyal Tupler).
Sikon tipi sungerlerde kamcili huicreler yani koanositler (gastral
tabaka) yalniz radyal tuplerin ceperlerinde bulunur; ana bosluk ise
pinakositler tarafindan kaplanmaistir. Viicudun dis tarafinda, radyal
taplerin kapali uclar1 arasinda kalan acikliklara “Ostium” buralardan
girilen araliklara da “Getirici Kanallar” denir. Getirici kanallarin ve
buytk oskulum boslugunun ceperleri dermal epidermisle értaludur.
Radyal tuplerin oskulum boslugu ile iliskili olduklar1 yerlere ic
ostiyum ya da “Apopil” adi verilir. Vicudun, getirici kanallarla radyal
tipler arasindaki ceper kisimlari da bircok por icerir. Bu porlara
“Prosopil” denir. Sikon tipine gére yapilmis bir stingerde su akiminin
izledigi yol; dermal ostiyumlar, getirici kanallar, prosopiller, radyal
tapler, apopiller, oskulum boslugu ve oskulumdur.

Silleibid: Bu tipin sikondan turedigi diistinulebilir. Bunun olusumu
icin sikon tarzindaki ceperin i¢ yuzeyinde girintiler olusmus ve bu
sekilde oskulum boslugunun etrafinda, duvarlar1 radyal ttplerle
kaply, ikincil girintiler meydana gelmistir.

1.3.3. Lokon Tipi: Sungerlerin buytk bir kisminda “Lékon” tipi

goruliur. Viicudu daha iri olanlarda, ortadaki bagirsak boslugu, ktiire
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ya da yumurta seklinde, birincil ve ikincil, kamcili hucrelerle
astarlanmis odaciklara dallanir. Gastral tabaka yalniz bu odaciklarin
etrafin1 kaplar. Bir cogunda oskulum boslugu bulunmaz. Vicut
yuzeyi, dermal porlarla kapli olan, epidermisle orttltidiir. Dermal
porlar, getirici kanallarla birlesir ya da buyuk subdermal bosluklara
acilir. Getirici kanallarin kamcili odaciklara acildiklara yerlere, sikon
tipinde oldugu gibi, “Prosopil” denir. Kamcili odaciklar da “Apopil”
denen bir aciklik ile gétiriticti kanallara baglanir. Goétirticti kanallar
birbirleri ile birleserek gittikce buylyen kanallar meydana getirirler.
En sondaki en buytk kanal oskulum aracilig: ile digsar1 acilir. Lékon
tipinde viicut ceperinin kamcili odaciklari icermeyen dis kismina
“Ektozom”, kamcili odaciklarla kaplh olan i¢ kismina da “Endozom”
adi verilir. Bunlarda su akimi su yolu izler; dermal porlar, subdermal
bosluklar, getirici kanallar, prosopiller, kamcili odaciklar, apopiller,
birbirileri ile birleserek gittikce biiyliyen gétiiriici kanallar, en btiytik

kanal ve en son olarak oskulumdur (Demirsoy, 2005).

1.4. iskelet

Sungerlerin en tipik 6zelliklerinden biri iskelet sistemleridir. Bunlarin
cogunda, “Spikula=Sklerit=Iskelet igneleri’nden, “Sklere=Iskelet
Plakalari’’ndan ya da “Spongin” denen liflerinden ya da her ikisinin
kombinasyonundan olusmus bir iskelet sistemi bulunur. Spikuller
genellikle basit bir igne seklinde ya da bir noktadan c¢ikarak radyal
uzanan bircok igne halindedir. Organik bir eksenle cevresinde
birikmis olan anorganik maddelerden (CaCO3 ya da $SiOj)
olusmuslardir. Bunlarin igne, ha¢, gemi capasi, kiire, yildiz, ¢cengel
gibi bircok degisik sekli vardir (Demirsoy, 2005). Spikuller bazi
kaynaklarda boyutuna goére siniflandirilirlar, buytkler megasklerit,
kuictkler ise mikrosklerit adini alir. Spikuller genelde CaCOg3 ve silika

gibi minerallerden olusur. Organik maddelerden olusan spikuller
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spongin adinmi alir (UCMP - University of California Museum of

Paleontology; Erisim tarihi: 16.03.2008).

1.5. Sinir Sistemi ve Duyu Organlar

Sinir huicrelerinin varligi konusunda uzun zaman dan beri tartigsmal
bilgiler bulunmaktaydi. Fakat son zamanlarda hem 151k hem elektron
mikroskobunda yapilan gozlemler ve hem de histokimyasal
incelemeler integrasyon (sinirsel duizenleme) sisteminin varligini
kanitlamistir. Sinir hucresi olarak kabul edilen htucreler 5-
hidroksitriptamin, adrenalin, noradrenalin, monoaminoksidaz,
asetilkolinesteraz ya da norosekretinler icerirler. Tepkiler lokaldir.
Transmitter maddelerin ameboit hucrelere tasindigina iliskin

gozlemler de vardir. Duyu organi saptanmamistir (Demirsoy, 2005).

1.6. Ureme ve Gelisme

Sungerler hem eseyli hem de eseysiz cogalabilirler. Genellikle eseysiz
cogalma (tomurcuklanma ya da tamamlanan béltinmeler) ile
kolonileri meydana getirirler. Yalniz birka¢ stingerde (Lophocalyx ve
Donatia) tomurcuklar yeni bireyler olusturmak tUzere, anadan
ayrilirlar. Sungerlerin cogu ayr1 eseyli; o6nemli bir kismi da
hermafrodittir. Eseyli cogalma yumurta ve spermler aracilig: ile olur

(Demirsoy, 2005).
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1.7. Yasam Ortamlari ve Yasam Tarzlari

Sungerler cok kuiciik organizmalar ve organik tortularla beslenirler.
Buyuk besin parcaciklar:t (5-50 mikron), akis kanallarinda bulunan
hareketli arkaeositler (pinositler) ve kucik besin parcalari (5
mikronun altinda) koanositler tarafindan alinirlar. Arkaeositler besin
partiktillerini iclerinde sindirirler. Koanositleri oransal olarak buyuk
olan kalkerli stingerlerde, su akimi ile birlikte, gastral bosluklara
gelen besin maddeleri, sitoplazmik hunilere yapisir ve oradan da
koanositlerin stoplazmasina girerler. Bu maddeler kamcili hiicrelerin
icinde kismen ya da tamamen sindirildikten sonra, gastral tabakaya
yaklasan amebositlere gecer ve bunlar araciligi ile viicudun her
tarafina dagitilirlar ya da besin deposu gorevi yaparlar. Diger
stingerlerin koanositleri kucuktir. Bunlarin icine giren besin
maddeleri buyudk olasilikla hi¢ sindirilmeden dogrudan dogruya
amebositlere verilir ve sindirim tamamen amebositlerde olur.
Kendileri Urettikleri bazi metabolitler, koku maddeleri ve bazi zehirli
maddeler nedeniyle diger hayvanlar tarafindan yenmezler.
Sungerlerin hemen hepsi cok kicuk (dermal porlardan gecebilen)
asili maddeleri (%80) ve bakteri ile bir hticrelileri (%20) besin maddesi
olarak alirlar. Goévde icindeki su akimlanyla gunltik buytuk
miktarlarda su filtre ederler. Ornegin 500 cm®liik bir banyo stingeri
dakikada 2 litre suyu filtre eder. Yaklasik 10 cm yuksekliginde ve 1
cm capindaki bir 16konosit stinger, yaklasik 2.250.000 tane kamcili
odaya sahiptir ve ginde 22,5 litre suyu filtre eder. Sig bir deniz
korfezinde suyun tdmu bu yolla filtreden gecebilir. Vicutlarinin
belirli kisimlari, 6zellikle ince derili borularinin ve oskulumlarinin ic
ve dis duvarlarinda bulunan 6rti huicreleri kasilgan 6zellik gésterir.
Bunlarla su akimini duzenlerler. Sindirim ve metabolizma atiklari
dogrudan suya verilir. Tathh su stingerlerinin hticrelerinde 1-2 vurgan

koful vardir; bunlarla suyun miktarini diizenlerler (Demirsoy, 2005).
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1.8. Morfolojik ve Anatomik Ozellikler

1.8.1. Sistematikteki Yeri

Alem : Hayvanlar Alemi
Alt Alem : Spongiaria

Sube : Porifera

Alt Sube : Cellularia

Sinif : Demospongiae
Alt Simaf : Ceractinomorpha
Takim : Agelasida

Aile : Agelasidae

Cins : Agelas

Tar Adi : oroides

Bilimsel Ad1 : Agelas oroides

Diger Adlar1 : Agelas adriatica
Clathria oroides
Oroidea adriatica

(The Bay Science Foundation, 2004-2008 Erisim Tarihi: 16.03.2008).

1.8.2. Demospongiae Sinifinin Ozellikleri

Stunger subesi, Calcarea, Hexactinellida ve Demospongiae olmak
uUzere 3 siifa ayrilir. Calcarea sinifindaki stingerler askon, sikon ve
lékon wvucut tiplerinde olabilirken, Demospongiae sinifindaki
sungerler sadece 16kon tipte gorulur (Mayer, 2001). Stingerler, radyal
simetrili ya da asimetrik olabilirler. Demospongiae sinfina ait

stingerler asimetriklerdir (Wheeler, 2001).

Demospongiae yaklasik olarak 10 takima ait 4750 tir icerir. Cografi

dagilimlar1 denizlerin orta derinliklerinden deniz diplerine dogrudur.
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Baz1 turleri tath sularda yasarlar. Milimetrik boyuttan baslayip 2
metreye kadar olan cinsleri vardir. Ince kabuk baglamis, yumru,
parmak gibi bliyimus veya vazo sekilli olanlar1 vardir. Amebositleri
icinde bulunan pigmentler bu sinifi renkli kilar, parlak sari, turuncu,
kirmizi, veya yesil renkte olabilirler. Larvalar1 flagellalar1 sayesinde
yuzebilmelerine ragmen, ergin bireyleri sesil (hareketsiz) dir (Wheeler,
2001). Butun sungerler suyu filtre ederek, bakteri ve
mikroorganizmalarla beslenirler. Su besin maddelerini porlardan iceri
ve disar tasir. Bir siinger 24 saat icinde kendi hacminin 20.000 kati
kadar suyu filtre edebilir, bakterileri %90 oraninda tutabilir (UCMP -

University of California Museum of Paleontology; Erisim tarihi:

16.03.2008). Kotu lezzetlerinden dolayr diger canlilar stngerleri

genellikle besin olarak tercih etmezler.

Insanlar icin ekonomik acidan Demospongiae sinifinin en énemli
grubu banyo stingerleridir. Bunlar dalgiclar tarafindan toplanir, rengi
acilir ve satilir. Bu stngerlere yumusakligini ve emiciligini spongin
iskeleti verir. Tim sungerler iyi korunmadigi halde fosil kayitlar
bulunmaktadir. Demospongiae sinifina ait birka¢ stnger tUrinuin
Paleozoik (birinci zaman) dénemin sonu, ikinci zamanin baslangicina

ait oldugu bilinmektedir (Wheeler, 2001).

1.8.3. Agelasidae Familyasi

Agelasidae familyasina ait sungerlerin eriskin formlar1 degisken
sekilli, dalli, pullu gériinimde ve buyukturler. Renkleri genellikle
turuncu veya kirmizimsi kahverengidir. Dokular1 c¢ok sert ve
dayanikli ayni zamanda sikistirilabilir yapidadir. Iskeleti agsi, fibréz,
igne seklinde, delikli yapida spongin liflerden olusmustur. Lifler,

capraz olarak kopru seklinde birbirine bagl kolojen yiginlar
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halindedir. Turlerin taninmasinda liflerin geometrik sekilleri etkilidir.
Iskelet yapisinin karakteristik yapis1 ve homojenligi yetiskin formlarin
taninmasinda buyuk rol oynar. Yakin zamanlara kadar, Agelasidae,
Poecilosclerida takimina ait olarak degerlendiriliyorken 1907 yilinda
Verrill tarafindan Agelasidae ayri bir familya olarak tanimlanmistir.

(Hooper, 1999a).

1.8.4. Agelas Cinsinin Ozellikleri

Agelas cinsi sungerler Karayip denizi mercan kayaliklarinin sig
bélimden derin bélime kadar genis bir alana yayilan 6nemli canh
gruplaridir. Buyuk, agir, yuvarlak hatli, borumsu, dallanan veya
yelpaze seklinde olan, purlzstz ylzeye sahip, kuicik deliklerle
cevrelenmis suUngerlerdir. Renkleri genellikle portakal rengi veya
kahverengimsi portakal rengidir. Yogun, saglam, sikistirilabilir
formdadirlar. Ektozomal 6zellesme goértilmemektedir. Iskeleti
dizensiz spongin liflerden olusmustur. Analifler megaskleritler
incelenerek tespit edilebilir. Spiktller capraz dizilmistir. Tropik sulara
dagilmis haldedir. Akdenizde’de ¢cok yaygindir. Tropik dogu Pasifik’te
ve tropik bati Afrika’da bu cinse su ana kadar rastlanmamistir
(Hooper, 1999b). Agelas turleri ikincil metabolitler olarak bromlu
pirol alkaloitleri icerdikleri icin kimyasal olarak farklidir (Braekman

ve ark., 1992).

1.8.5. Agelas oroides’ in Tiir Ozellikleri

Agelas oroides diken seklinde, capraz dizilmis spongin liflerden
olusan bir iskelet tasir. Diizensiz ytlizeyli ve lobludur. i¢ kismi yogun
organik yapida, buyuk kanallidir. Spongin iskeleti duizensiz ve

birbirinden ayirt edilemez géruinUmdedir. Butun lifler 30-70 pm



16

capindadir. 500 um’den uzun 3-4 spikidl bulunur.. 10-14 arasi
helezon seklinde ve capraz dizilimli 93-163 x 5-10 boyutlarinda
spikuller géze carpar (Hooper ve Van Soest, 2002).

1.8.6. Agelas Tiirlerinin Diinya Uzerindeki Yayilis1

Agelas cinsinin dlinya Uzerinde 35ten fazla ttirt vardir. Akdeniz ve
Ege Denizi basta olmak Uuzere; Bati Atlantik Okyanusu, Karayipler,
Porto Riko, Pasifik Okyanusunun Endonezya boéluimu, Malezya,
Jameika, Bahamalar’dan Brezilya’ya kadar olan boélge, Florida ve
Bahamalar’dan  Kolombiya’ya kadar olan  bdlgede  yayilis
gostermektedir (Animal Library; Erisim Tarihi: 17.032008).

1.8.7. Tiirkiye Denizlerinde Bulunan Agelas Tiirleri

Turkiye denizlerinde Agelas cinsine ait olarak sadece Agelas oroides

tird bulunmaktadir (Gézcelioglu, 2002).

1.8.8. Agelas oroides’ in Tiirkiye Denizlerindeki Yayilisi

Agelas oroides Turkiye’de Akdeniz ve Ege Denizi'nde bulunmaktadair.
Ayvalik, Hatay, Kemer kiyilar1 ile Fethiye Korfezindeki biyocesitlilik
icerisinde tespit edilmistir. Agelas oroides 1 m derinlikten baslayip
150 m derinlige kadar gérulebilir. Ege Denizi'nin kuzey, orta ve gliney
bolgelerinde 1m’den 150 m derinlige kadar olan bélgede, Akdeniz’de
ise 10m’ den 37 m derinlige kadar olan bdélgede gériilmektedir. A.
oroides Ege Denizi ve Akdeniz’de endemik bir ttrdtr (Morri ve

ark.,1999; Voultsiadou, 2005; Okus ve ark., 2007).
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1.9. Agelas Tiirlerinden izole Edilen Kimyasal Bilesikler

Agelas cinsi stngerlerden alkaloit, terpen, sterol, lipit yapisinda ve
karboksilik asit grubu tasiyan bilesikler izole edilmistir. Bilesikler
icinde alkaloitler ve steroller genis yer kaplamaktadir.

1.9.1. Alkaloitler

Alkaloitler genel olarak bromopirol alkaloitleri ve spiroizoksazolin

amit yapisinda alkaloitler olmak tizere iki ana grupta incelenmistir.

1.9.1.1. Bromopirol Alkaloitleri (Oroidin Tiirevleri)

Oroidin
NH,
Br
A N~ “NH
NH\/\):/
Br N X
H o}

Agelas oroides, A. sceptrum, A. clathrodes, A. conifera, A. longissima
ve A. wiedenmayeri turlerinden izole edilmistir (Forenza ve ark.,

1971; Chanas ve ark., 1996; Richelle-Maurer ve ark., 2003).
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Keramadin
Br N
NH X N
N" ] \CH3
H 0

Agelas dispar ve Agelas turlerinden izole edilmistir (Nakamura ve

ark., 1984a).

Midkapamit
o
Br |}
7\ N O N—CH,
Br NH \
N | \o
| o
CHs

Agelas oroides, A. mauritiana ve A. longissima turlerinden izole

edilmistir (Fathi Afshar ve ark., 1989).
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Longamit

Br\N

Br 0O

OH

Agelas longissima ve A. dispar turlerinden izole edilmistir Cafieri ve

ark., 1995b; Cafieri ve ark., 1998).

Dispakamit

NH
Br
7 HNT ONH
Br NH\/\)_/
N \\o

H O

Agelas dispar, A. conifera, A. clathrodes ve A. longissima turlerinden

izole edilmigtir (Cafieri ve ark. , 1996a).
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Monobromofakellin, Dibromofakellin

Br R
L H cH
NN
i R= Br 7-Metil-dibromofakellin
/>—NH2
0 N~ 7N R=H 7-Metil-monobromofakellin
Agelas turlerinden izole edilmistir (Sharma ve Burkholder, 1971; Jin,

2006).

Monobromoizofakellin, Dibromoizofakellin

Br
3 R=H, Monobromoizofakellin
H H -
N X NH R=Br, Dibromoizofakellin
H2N——<\
N
N o)

Agelas turlerinden izole edilmistir (Assmann ve Kock, 2002).

Sventrin
Br N
‘U\/ \/\ﬁNHz
Br NH N
D . H
CHy ©

Agelas sventres tuirliinden izole edilmistir (Assmann ve ark., 2001;

Berlinck, 2002).
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Himenidin
) / \ \/\}N \>>NH2
NH N
N \ H
H o)

Agelas sventres turinden izole edilmistir (Assmann ve ark., 2001).

Dibromoagelasponginhidrokloriir

Br
Br
Y
crH N
N —Q
HoN N
NH
H
H H
H H

Agelas turlerinden izole edilmistir (Antipin ve ark., 1989).

Klatramit A ve B

\(\[ > R;=H R,=COO" ; Klatramit A
R,=COO R,=H; Klatramit B

5 H3C

Agelas clathrodes turtiinden izole edilmistir (Cafieri ve ark. ,1996b).
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Klatramit C ve D

H
N
> R=H, R;=H, R,=COO" Klatramit C
N .
| R=H, R{=COO , R,=H Klatramit D
R

Br

Agelas dispar ve A. clathrodes turlerinden izole edilmistir (Cafieri ve

ark., 1996b; Cafieri ve ark., 1998 ).

Skeptrin, Bromoskeptrin, Dibromoskeptrin

NH,

R4 . *\

/\ HN

N
R4=Br, R, =H, R3=Br, R, =H Skeptrin

R3 N NH -
H W
H N R4,R3=Br, Ry;=H Bromoskeptrin

NH—" Z SN

R4 4/4

\ / \O N R{,R4=Br Dibromoskeptrin
H NH,
Rs

Agelas sceptrum ve A. conifera turlerinden izole edilmistir (Walker ve
ark., 1981).
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Ageliferin, Bromoageliferin, Dibromoageliferin

R{=Br, R,=H, R3=Br, R,=H Ageliferin

R, Rz=Br, R,=H Bromoageliferin

R,. R4 =Br Dibromoageliferin

Agelas conifera ve Okinawa’dan (Japonya) toplanan Agelas
tirlerinden izole edilmistir (Kobayashi ve ark., 1990; Assmann ve

ark., 2000).

Mauritiamin (Mauritiamit)

Br Br
A NH
0] H
NN
V7
o NH N\ S > NH;
N
H
/
HN 7~ “NH
N iNH
Br \\ \o o 2
N
Br H

Agelas mauritiana’ dan izole edilmistir (Jimenez ve Crews, 1994).
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Stevensin

NH,

PN

HN NH

Br
/
o
H

NH
O/

Seragaki, Okinawa’dan (Japonya) toplanan Agelas turlerinden izole

edilmistir (Endo ve ark., 2004).

Taurodispakamit A

B HoN
/ \ HN NH
. N | NH\/\%—Q (|)|
N\/\ =
H 0O H ﬁ >

Agelas oroides tuirunden izole edilmistir (Fattorusso ve Taglialatela-

Scafati, 2000; Jin ve ark., 2002).
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Siklooroidin
Br
Br / \ o
N N -
/\
H2N N T NH
H

Agelas oroides turunden izole edilmistir (Fattorusso ve Taglialatela-

Scafati, 2000; Jin ve ark., 2002).

Tauroasidin A

oH
Br H
/ \ HN/\/N
Br NH —
A | HN
H @)

7\

@)

—0

o=w

Seragaki, Okinawa’ dan toplanan Agelas tirlerinden izole edilmistir

(Endo ve ark., 2004).
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Manzasidin A

Br
HNXN o
/ \ O\M{
N
OH
H (lj H H

Seragaki, Okinawa’ dan toplanan Agelas turlerinden izole edilmistir
(Jin, 2006; Endo ve ark., 2004).

Agelastatin A
Hj C
N

Iz

Hlll |I|H

b_<

Agelas dendromorpha turinden izole edilmistir (D’Ambrosio ve
ark.,1993 ; Jin, 20006).

Agelongin

Agelas longissima tirtinden izole edilmistir (Cafieri ve ark.,1995a).
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Nagelamit A-H

Br
Br—/ “NH
_
o}
72 H
R N
HN / >——NH2
N R=H; Nagelamit A
H
H | T~ "NH R=0H: Nagelamit B
) NH N—{
Br
\ / H NH,,
Br
Br
Br—/ "NH
_
o}

2

/ H
N
HN / >——NH2 Nagelamit C
X N
o H
Hoo ™~ "NH
B " NH N‘<
N\ J H O NH
Br
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Br
Br—/ “NH
.
o)
o~ H
N
HN / >—NH,
N
H
o)
H ‘ Z “NH
N NA [
N
Br
\ / H NH,
Br
HoN H
}N
o HN P
\ H
Br \\ NH N
N >'NH2
R1 H o H
NH
o
HNT O

R Br

Nagelamit D

R1=R,=H , Nagelamit E
R{=Br R,=H , Nagelamit F

R1=R,=Br, Nagelamit G
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B (@] /O-
r
\S\
~0
Br / NH
.
/O N H
\_N
HN >——NH2
\ N Nagelamit H
o H
Hoo | "~ "NH
N NA
Br N
\ / H NH,
Br
tlirlerinden izole

toplanan  Agelas

Seragaki, Okinawa’dan
edilmislerdir (Endo ve ark., 2004; Jin, 2006; Mayer ve ark., 2007).

Slagenin A, B, C

O—R
H = o
N | H R=H  Slagenin A
O_ ----- lllll\
N-—": 0 NH \ /
H |f| R=CH; Slagenin B
Br
O—R
H
N <|3 H
O_ ----- lllll\ N
N o NH \ /
H H R=CH3; Slagenin C
Br

Agelas nakamurai tirinden izole edilmislerdir (Jin ve ark., 2002)
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Hanishin metil ester

-

\/O—CH3
(I)I

Agelas ceylonica’dan izole edilmistir (Reddy ve Venkateswarlu, 2000).

1.9.1.2. Spiroizoksazolin Amit Yapisinda Alkaloitler

Agelorin A, Agelorin B, 11-epi-fistularin

Br

Br
Agelorin A
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OH

Br
Agelorin B

O/CH3

OH

HsC—0

Br

Br 11-epi- fisturalin

Agelas oroides turunden izole edilmislerdir (Kénig ve Wright, 1993,
Winterfeldt, 1999).
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1.9.2. Terpenler

1.9.2.1. Seskiterpen Yapisindaki Bilesikler

Agelasidin A, B, Cve D

NH,
X= R
X\CHZ " C" NH
H3C TS NH / S NH%
- ~
I NH, X= RW T NH,
e} .
Agelasidin B
CHs Agelasidin C
OH
CHs3 CH,
CHs NH
Agelasidin D
NH

Hepsi Agelas nakamurai turinden izole edilmistir. A. clathrodes
tirinden agelasidin C ve D izole edilmistir. Palu’dan toplanan bir
Agelas turinden ise sadece ageladin A izole edilmistir (Nakamura ve

ark., 1985; Braeckman ve ark., 1992; Morales ve Rodriguez, 1992).
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1.9.2.2. Diterpen Yapisinda Bilesikler

Adenin halkasi tasirlar.

Agelin A ve B

Agelin A

CHs

Agelin B

Agelas dispar, A. nakamurai ve Palu’dan toplanan Agelas turlerinden

izole edilmislerdir (Nakamura ve ark., 1985; Braekman ve ark., 1992).
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Agelisimin A ve B

Agelasimin A

Agelasimin B

HC o en,

Agelas mauritiana turinden izole edilmislerdir (Braekman ve ark.,

1992).
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Agelasin A-G

g
3

H:C oy

CH3
Agelasin A Agelasin B Agelasin C

: Z "R
H
HsC CHs CHs
Agelasin D Agelasin E
CHs3
CH, CHs3
NH,
N
J

Agelasin F
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. CI

\ / Agelasin G

Agelas nakamurai tirinden agelasin A-F bilesikleri izole edilmistir.
agelasin G ise Okinawa’dan toplanan Agelas tlrlerinden izole
edilmistir (Nakamura ve ark., 1984b; Braekman ve ark., 1992; Ishida
ve ark., 1992).
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1.9.3. Karboksilik Asit Grubu Tasiyan Bilesikler

Pirol-2-Karboksilik Asit Tiirevleri

R Ri1 Ro
Br
H OH Br
/ \ /O H NH> H
H OH H
R2 N
| Me OMe Br
R R
1
H OMe Br
H CN Br
H NH> Br
Me OH Br
Rs3 Ra
Br T T
/ \ H CH2OMe
Br N R, Me CH2OMe
|
R

Agelas turlerinden izole edilmislerdir (Braekman ve ark., 1992; Konig

ve ark., 1998).
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1.9.4. Sterol Yapisindaki Bilesikler

26-nor-25-izopropil-ergosta-5,7,22E-trien-3$-ol

HO

Agelas sceptrum tirtiinden izole edilmistir (Hu ve ark., 2002).

24¢-etilkolest-5-en-3B-ol

HO

Agelas sceptrum ve A. mauritiana tUrlerinden izole edilmistir (Hu ve

ark., 2002; Santalova ve ark., 2004).



39

24&-metilkolest-5-en-3p3-0l

HO

Agelas sceptrum ve A. mauritiana turlerinden izole edilmistir (Hu ve

ark., 2002; Santalova ve ark., 2004).

4a-metil-5a-kolest-8-en-3B-ol

HO Ifi

Agelas oroide ve A. sceptrum, tirlerinden izole edilmistir (Giacomo ve

ark., 1983; Konig ve ark., 1998; Hu ve ark., 2002).
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A9, AS ve A7 Steroller

X,= CH; R,
CHj
HO
- R,=
Ri= T Hie CHj
HC N CH;
YV\( x1 CH3
X1 CH3
CH, CH,
Ry= H3CM/CH3 R;= HsC CH,
X1 CH3 X1 CH3

CH,

CH;
R,= H3CWL(CH3 R,= HaC X CHj
X1 CH3
CH4
R1= Hac\(\\\\vg/CHa
X1 CH3
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CH; R,

CHj,

I
o
Illl

R,= CH, Rop=
Hsc\r\\\/L/CH3 HSC\]/\/\}/GH3
X CH
X, 2 3
RA=
R2= CH3 ’ CH3
H3C\‘,A\)\’,/CH3 HsC CHs
Xy CH, X2 CH,
CH,
o CH, Ro=
=
H-C CH HsC CHj3
3 X ’ 3 X
Xz CHy CHj; X CHj
CHs
R2=
H3CWN((CH3
X2 CH3

Agelas mauritiana tuirinden izole edilmislerdir (Santalova ve ark.,

2004).
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1.9.5. Lipitler ve Yag Asitleri

1.9.5.1. Asetilenik Yag Asitleri

1.9.5.1.1.Glikosfingolipitler

Agelasfin, KRN7000 ve C-glikozit Analogu

(2S,3S,4R)-1-0O-(a-D-Galaktosil)-N-heksakosanoil-2-amino-1,3,4-

oktadekanetriol
oH ,OH
° o)
HO PN
I HN HO, oM (CH,),oMe
O\/Y\/\(CHQ)QCHMeQ
OH
Agelasfin
oH ,OH
0 R=0 KRN7000

o
Ho P
LY Y o CHoae

R : -

OH

R=CH, C-glikozit anolog

Agelas mauritianus tirtiinden izole edilmistir. Agelasfin-9b dogal izole
edilen bilesik, KRN7000 ve C-glikozit analogu ise sentez bilesikleri
olup antikanser aktivite gosterdikleri saptanan bilesiklerdir (Berge ve

Barnathan, 2005; Laurent ve Pietra, 2006).



C23-C26, A5,9 Yag Asiti

OH
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CHs3

Agelas oroides’ ten izole edilmistir (Carballeira, 2008).

1.9.5.2. Doymus Yag Asitleri

HO\”/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/V

)

Yag asiti ana molekdlu

CHj

Cizelge 1. Doymus yag asitlerinde metil tasiyan karbonlar

Karbon Sayisi

Cus
Cis
Cie
Ci7
Cus
Cio
Cao
Ca
C22
Cas
Ca

Metil tasiyan C’un numarasi

718

+
- |+
+

9

+
+
+

1

+ + 4+ + +

0

11

+
+

12

+ + 4+ + 4

13

14

+ + 4+

+ + + +

+ + +

Agelas oroides doymus yag asitleri icermektedir (Rod’kina, 2005).
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1.9.6. Ucucu Bilesikler

1.9.6.1. Piridon Halkas1 Tasiyanlar

2,4.6,6-tetrametil-3(6H)-piridon

HsC CH,

H;C CHs3

N

Agelas oroides’ ten izole edilmistir (Kénig ve Wright, 1998).

1.9.6.2. Piperidon Halkasi1 Tasiyanlar

2,2,6,6-tetrametil-4-piperidon

HsC CH
N 3
CHH CHj;

Agelas oroides’ ten izole edilmistir (Kénig ve Wright, 1998).
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1.10. Agelas Tiirlerinin Biyolojik Aktiviteleri

1.10.1. Sitotoksik ve Antikanser Aktivite

Agelas mauritianus’dan izole edilen, agelasimin A ve B bilesikleri
Uzerinde yapilan calismada L1210 l6semi huicrelerinin ¢ogalmasini,
nanomolar konsantrasyonlarda hticre bélinmesini G1 fazinda inhibe

ederek onledigi gérulmustir (Fathi-Afshar ve ark., 1989).

Klatrodin Agelas clathrodes’ in metanollll ekstresinden izole edilmis
bir bilesik olup SW-480 htcrelerinin cogalmalarini inhibe ederek
(EDs0o=53 ug/ml) sitotoksik aktivite gosterdigi bulunmustur (Morales
ve Rodriguez, 1991).

Okinawa’dan toplanan Agelas turlerinden izole edilen agelasin G,
sicanlardan alinan lenfoma L1210 htuicrelerine karsi in-vitro sitotoksik

aktivite gostermistir (ICso= 3,1 ug/ml) (Ishida ve ark., 1992).

Okinawa’dan toplanan Agelas mauritianus™un lipofilik ekstresinin in-
vivo olarak farelerin B16 melenoma htcrelerine kars: yuksek
antitimor aktivite gosterdigi ve in-vitro olarak karisik lenfosit
reaksiyonunu artirdigi saptanmistir. Bu etkinin de stingerde bulunan

agelasfinlerden kaynaklandigi anlasilmistir (Natori ve ark., 1994).

Malta’dan toplanan Agelas oroides oOrneklerinden izole edilen 4a-
metil-Sa-kolest-8-en-33-ol bilesiginin orta derecede antiplazmodial ve
sitotoksik aktivitesi, 2-siyano-4,5-dibromopirolin ise orta derecede

sitotoksik aktivitesi saptanmistir (Kénig ve ark., 1998).
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Okinawa’dan toplanan Agelas tirlerinin metanolli ekstresinden izole
edilen nagelamit A, nagelamit G, nagelamit H ve skeptrinin
proteinfosfataz tip 2A enzimine karsi inhibitér aktivite gosterdigi
saptanmistir. Bu enzim kanser gelisiminde htucrelerin cogalmasinda
kritik rolii olan serin-treonin fosfataz enzimlerinden biridir (Endo ve

ark., 2004).

Agelas mauritianus’ dan izole edilen agelasfin’in sentetik analogu olan
KRN7000’in, dogal o6ldurtici T hucrelerinin (NKT) aktivasyonunu
saglayarak kanser hucreleri Uizerinde etki gdsterdigi bulunmustur.
Preklinik ve klinik calismalari devam etmektedir (Sipkema ve ark.,

2005; Hedner 2007).

Agelasin D ve iki N-alkoksi turevlerinin, lenfoma (U-937 GTB),
myeloma (RPMI 8226/s), 16semi (CEM/s), ve renal adrenokarsinom
insan timor htucrelerine kars: etkinligi arastirilmis ve agelasin D ile
bir analogunun o6zellikle RPMI 8226/s huicre dizisine kars: sitotoksik
aktivite gosterdigi saptanmistir (Hedner 2007).

Agelas oroides metanol ekstresinin insan noéroblastoma hucre dizileri
LANS ve SK-N-BE(2)-C tuizerine olan etkisi arastirilmistir. 5, 10 ve 20
ppm konsantrasyonlardaki metanolli ekstrelerinin 30 dakika icinde
iki hiicre tiaru tizerinde de sitotoksik aktivite gdsterdigi saptanmaistir.
Ayrica LANS htucreleri 20 ppm konsantrasyondaki ekstreye 15 dakika
maruz birakildiginda apoptozisin arttigr gézlenmistir (Ferretti ve ark.,

2007).
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1.10.2. Antianjiyogenik ve Antimetastatik Aktivite

Agelas nakamurai'den izole edilen ageladin A,
matriksmetalloproteinaz-2 (MMP2) enzimini  inhibe  ederek
antianjiyogenik ve antimetastatik etki gostermektedir. Guinumuizde
bircok MMP2 inhibitériintin klinik denemeleri yapilmaktadir (Fujita
ve ark., 2003).

1.10.3. Aktomiyozin ATPaz Aktivator Etki

Aktin ve miyozin kaslarin kontraksiyonundan ve diger huicrelerin
motilitesinden sorumlu olarak bilinir. Miyozin ATPaz ise bu motilite
olaylar: icin enerji saglar. Tavsanlarin iskelet kaslarinin miyofibrilleri
Uzerinde yapilan bir deneyde, ageliferin’in (3x10-> M), %150 oraninda,
bromoageliferinin (10-¢ M), %190 oraninda ve dibromoageliferin’in
(106 M), %200 oraninda miyofibrillerin kontraktilitesini arttirdigi

gozlenmistir (Kobayashi ve ark., 1990).

1.10.4. Antimikrobiyal Aktivite

1981 yilinda yapilan bir calismada Agelas sceptrum’dan skeptrin izole
edilmis ve skeptrin’in Staphylococcus aureus’ a karsi antimikrobiyal
aktivitesine ait MIC degeri 15 ug/ml olarak bulunmustur (Walker ve
ark., 1981).

Agelas sceptrum, A. conifera, A. schmidti turlerinden izole edilen
skeptrinin antimikrobiyal bilesik olarak kullanimina dair A.B.D’ de
patent alinmistir. Skeptrinin oroidinden daha gucli olarak,

Staphylococus aureus, Bacillus subtilis, Candida albicans,
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Pseudomonas aeruginosa, Alternaria turleri ve Cladosporium
cucumerinum’ a karsi antimikrobiyal aktivite gbésterdigi saptanmaistir
(Walker ve Faulkner, 1981; U.S Patent-4,370,484, Erisim tarihi:
15.03.2008).

1984 yilinda yapilan bir calismada, Pasifik okyanusundan toplanan
bir Agelas tiriinden agelin A, agelin B ve agelasidin A izole edilmistir.
Bu bilesiklerden agelin A (5 pg/disk), S. aureus, B. subtilis ve C.
albicans ‘in Uremesini inhibe etmistir. Agelasidin Anin 5 ug/disk
konsantrasyonu C. albicans'in Uremesini, 10 ug/disk
konsantrasyonu B. subtilis’in Uiremesini, 25 pg/disk konsantrasyonu

ise S. aureus’un Uremesini inhibe etmistir (Capon ve Faulkner, 1984).

Agelas conifera’ dan dort adet skeptrin turevi bilesik (1, 2, 2a, 3), G¢
adet oksiskeptrin turevi bilesik (4, 5, 5a) ve 4 adet de ageliferin ttirevi
bilesik (6, 6a, 7, 8) izole edilmistir. NMR ile yapilar1 aydinlatilmis, (1)
deobromoskeptrin, (2) skeptrin asetat, (2a) skeptrin asetatdiklorir,
(3) dibromoskeptrin asetat, (4) deobromooksiskeptrin asetat, (5)
oksiskeptrin asetat, (5a) oksiskeptrin asetatdiklortir, (6) ageliferin
asetat, (6a) ageliferin asetatdiklortir (7) bromoageliferin asetat olarak
bulunmustur. 1, 2 ve 6-8 agar-disk difiizyon yontemiyle 10 pg/disk
konsantrasyonda Bacillus subtilis’ in Uiremesini inhibe etmistir. 3, 4
ve S ise B. subtilis’e karst daha az aktif bulunmustur. 2, 6 ve 7
Escherichia coli” ye karsi 10 upg/disk konsantrasyonda aktivite
gostermis ve 4 hari¢c Dbilesiklerin timuntin 50 pug/disk
konsantrasyonda E. coli’ ye kars: aktif oldugu bulunmustur. 1-3 ve 6-
8 bilesiklerinin 20 ug/ disk konsantrasyonda Herpes simplex viriis tip
1’e karsi, 100 pg/disk konsantrasyonda ise Vesicular stomatitis’e
karsi 4 ve 5 in ise her ikisine kars1 daha az aktif oldugu gézlenmistir.
Bilesiklerin timuntn 200 ug/disk konsantrasyonda Penicillium

atrovenetum ve Saccharomyces cerevisiae’ ye kars: inaktif oldugu ve
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maymun boébrek hucrelerine karsi sitotoksik aktivite gbéstermedigi

gozlenmistir (Keifer ve ark., 1991).

Agelas clathrodes’ den klatramit A ve B olmak Uzere izomerik N-
metilimidazolinyum grubu iceren iki adet bromopirol alkaloiti izole
edilmistir. Bu alkaloitleri agar-disk diftizyon y6ntemi ile Aspergillus
niger’e karsi orta derecede antifungal aktivitesi saptanmistir (Cafieri

ve ark., 1996b).

Agelorin A ve B halojenli spirosiklohekzenon halkasi tasiyan degisik
yapidaki bilesiklerdir. B. subtilis ve Micrococcus luteus’ a karsi

antibiyotik aktivite géstermektedirler (Beil ve ark., 1998).

Karayipler’den toplanan Agelas conifera tiriinde major olarak oroidin
ve skeptrin bulundugu saptanmistir. Orneklerde ageliferin bilesigi
bulunamamaistir. Metanollti ekstreden hazirlanan diklorometan ve
diklorometan-etanol ekstresi tizerinde yapilan antimikrobiyal aktivite
calismalarinda sadece Bacillus subtilisin Uremesini engelleyeci bir

aktivite gérulmustur (Richelle-Maurer ve ark., 2003).

Bir diger calismada 20 tlre ait stinger ekstreleri ve bu stingerlerden
izole edilen saf maddelerin antibakteriyel aktivitesi arastirilmistir.
Bakteriler Bahama deniz suyundan izole edilmis ve kultir ortaminda
cogaltilmistir. Agelas clathrodes’ten oroidin ve 4,5-dibromo
karboksilik asit, A. conifera’ dan ise skeptrin izole edilmistir. A.
clathrodesn kuru ekstresi bakterilerin % 40,3+19,420n0n
Uremesine izin verirken, A. conifera’nin kuru ekstresi bakterilerin
sadece % 6,3+3,9UinUn Uremesine izin vermistir. Skeptrin bakteri
yayillimint % 50 oraninda durdurmustur. Skeptrin’in oroidin ve

karboksilik asitten daha gucli antibakteriyel etki go6sterdigi
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bulunmustur. Oroidin ve karboksilik asitin birlikte kullaniminda ise
sinerjik etki olusturarak, tek baslarina olan etkiden cok daha guticlia
bir etki gosterdigi gozlenmistir (Kelly ve ark., 2003).

Agelas turlerinden izole edilen nagelamitler (A-H) de antibakteriyel
aktivite goOstermistir (Hedner, 2007). Calismada Okinawa’dan
(Japonya) toplanan Agelas turlerinden metanollti ekstre hazirlanmis
ve bu ekstrenin n-butanolde ¢éztinen kismindan kolon kromatografisi
ve YBSK ile nagelamitler A-H, 9,10-dihidrokeramadin, ageliferin,
bromoageliferin, dibromoageliferin, skeptrin ve bilinen pek c¢ok
alkaloit izole edilmistir. Antimikrobiyal test sonucu, nagelamitler A-H,
ageliferinler ve skeptrin gram-pozitif bakteriler olan M. luteus, B.
subtilis ve gram-negatif bakteri olan E. coli’'ye karsi antimikrobiyal
aktivite  goOsterirken, 9,10-dihidrokeramadin’in  antimikrobiyal

aktivitesi saptanamamistir (Endo ve ark., 2004).

Antitimoér aktivitesiyle bilinen KRN7000, Agelas mauritianus’tan izole
edilmis bir bilesik olan agelasfinin sentetik analogudur. Bir
calismada KRN7000’in antimalaryal etkisi bulunmustur. KRN7000
bu etkiyi immuUn sistemi uyaran sitokinlerin koruyucu etkisini
artiran Val4 NKT hucrelerini secici olarak aktive etmesiyle saglar

(Laurent ve Pietra, 2006)

Agelasin D ve iki N-alkoksi turevlerinin S. aureus, Streptococcus
pyogenes, Enterococcus faecalis, E. coli, P. aeruginosa, Bacteroides
fragilis, Bacteroides thetaiotamicron ve Mycobacterium tuberculosis’e
karst antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Minimum Inhibitér
Konsantrasyonlar1 (MIC) standart mikrodilisyon teknigi ile
hesaplanmistir. En yluksek aktivite gram-pozitif bakteriler olan S.

aureus ve S. pyogenes’ e kars1 géorulmustir. Bilesiklerin S. pyogenes’e
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kars1 hesaplanan MIC’larinin klinik tedavide kullanilan gentamisin’e

esit oldugu saptanmistir (Hedner, 2007).

Yine 2007 yilinda yapilan bir calismada Agelas oroides’in de icinde
oldugu pek cok stinger ttirtinin kuru ekstrelerinin agar disk diftizyon
yontemi ile gram-pozitif bakteriler olan Staphylococcus epidermidis, S.
aureus, M. luteus, Enterococcus feacalis ve gram-negatif bakteriler
olan E. coli, P. aeruginosa, Salmonella thyphymerium ve Listeria
monocytogenes’e karst antibakteriyel aktivitesi arastirilmistir. Buttin
stingerlerin sulu ekstrelerinin antibakteriyel aktivitesi cok zayif
bulunmus, Agelas oroides’in organik coézicuyle hazirlanan ekstresi
ise S. aureus, S. epidermidis, M. luteus, E. coli ve S. thyphymerium’ a
kars: gicld, E. feacalis, L. monocytogenes ve P. aeruginosa’ ya karsi

ise zayif antibakteriyel aktivite gdostermistir (Touati ve ark., 2007).

Turkiye kaynakli Agelas oroides’ in metanol ekstresinden izole edilen
bilesiklerin Plasmodium falciparum, Mycobacterium tuberculosis ve
Escherichia coli Uzerindeki etkisi arastirilmistir (Tasdemir ve ark.,
2007). Metanol ekstresinin in-vitro antimalaryal aktivite gosterdigi
saptanmistir. Metanol ekstresi sivi-sivi ekstraksiyonu ile hekzan,
kloroform ve sulu metanol fazlarina ayrilmistir. Hekzan fazindan 24-
etil-kolest-5a-7-en-3-B-ol (1) ve 4,5-dibromopirol-2-karboksilik asit
metil ester (2) majoér bilesikleri ve A’dan G’ye kadar yag asitleri
(FAMA-FAMG) izole edilmistir. Kloroform fazindan 4,5-dibromopirol-
2-karboksilik asit (3a) ve oroidin (4a) izole edilmistir. Sulu metanol
fazindan 3-amino-1-(2-aminoimidazolil)-prop-1-en (5), taurin (6), 4,5-
dibromopirolkarboksilik asit (3b) ve oroidinin imidazol halkasindaki
bir cifte baginin doymus hali (4b) izole edilmistir. Kuru ekstrenin, saf
bilesiklerin ve yag asitlerinin rekombinant P. falciparum enol-ACP
rediktaz (PfFabl) enzim inhibisyonu spektrofotometrik yoéntemle

arastirilmistir. Buna gére FAME, FAMF, FAMA, FAMB kuvvetli,
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FAMC, FAMD orta derecede antimalaryal aktivite gdstermistir. Sterol
yapist (1) ve FAMG’nin ise enzim inhibisyonu ve malarya parazit
ekstresine karsi esit derecede aktif oldugu bulunmustur. Oroidin (4a)
en gucli PfFabl enzim inhibisyonu, bilesik 3b ise zayif enzim
inhibisyonuna yol acmistir. Diger Dbilesiklerde ise aktivite
saptanamamistir. Bunun yaninda izole edilen buttin bilesikler M.
tuberculosis’in MtFabl ve E. colinin EcFabl enzimlerine karsi test
edilmistir. FAMA ve FAMD hari¢c diger bilesiklerin hepsi inaktif
bulunmustur. FAMA ve FAMD ise MtFabl’e karsi orta derecede,
EcFabl enzimine karsi ise kuvvetli inhibitér aktivite gOstermistir.
Ayrica butin bilesiklerin parazit protozoalardan Trypanosoma brucei
rhodesiense, T. cruzi ve Leishmania donovaniye  karsi
antitripanozomal aktiviteleri arastirilmistir. T. brucei rhodesiense’e
karsi butin bilesikler aktif olarak bulunmustur. Bilesik 5 ve yag
asitleri karisimlarindan FAME ve FAMF en yuksek aktiviteyi, FAMD
ise en zayif aktiviteyi gbéstermistir. T. cruziye kars: ise bilesik S5 ve
FAMG aktivite gostermistir. 4a’nin L. donovaniye kars:t inaktif
oldugu, 4b’nin ise orta derecede leyismanisidal aktivitesi oldugu
saptanmistir. 3a ve 3b bilesiklerinin ise hemen hemen esit aktivite
gosterdigi saptanmistir. Butin yag asitleri karisimlarinin orta
dereceden iyiye dogru antileyismaniyal aktivitesi gérilmustir. Sterol
(1) en zayif aktiviteyi gostermistir, diger bilesikler ise tamamen

inaktiftir (Tasdemir ve ark., 2007).

1.10.5. iImmiinomodulator Aktivite

Bir calismada Agelas turlerinden izole edilen glikosfingolipitlerin
immunostimulan etkisi arastinnlmisir. Bu calismada Agelas
dispardan izole edilen glikozilseramit yapisindaki 4 bilesik ile A.

conifera’dan izole edilen diglikozilseramit ve monogalaktozilseramit
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yapisinda iki bilesik incelenmistir. Calisma sonucunda A. dispardan
izole edilen glikozilseramit yapisindaki bilesiklerden Uuc¢uUntn, A.
conifera’dan izole edilen bilesiklerden ise sadece
monogalaktozilseramit yapisindaki bilesiklerin lenfosit
proliferasyonunu artirdigi goézlenmistir. Bunun sebebi olarak da
immunomodulatér aktivite gbésteren dort bilesigin de molektldeki
seramit yapisina dogrudan baglanan seker molekullerinde iki serbest

—OH grubunun varligi belirtilmistir (Constantino ve ark., 1996).

1.10.6. Immiinosiipresif Aktivite

Agelas oroides’den izole edilen pirol-imidazol tirevi bir alkaloit olan
taurodispakamit A, interlokin 2’yi inhibe ederek immuinosupresif etki

gostermistir (Sipkema ve ark., 2005).

Agelas flabelliformis’ den izole edilen 4o-metil-Sa-kolest-8-en-3p3-0l ve
4,5-dibromo-2-pirolik asit ise fare dalak hucrelerinden hazirlanan
sUspansiyonlar Ttuzerinde denenmis ve immunosuUpresif aktivite

gosterdigi bulunmustur (Gunasekera ve ark., 1989).

1.10.7. Norosiipresif ve Antiseratonerjik Aktivite

Keramadinin antiseratojenik etkisi ilk kez 1984 yilinda tavsan
aortunda seratonerjik reseptoérleri bloke etmesi ile bulunmustur.
(Nakamura ve ark., 1984a). Okinawa’dan toplanan Agelas tirlerinden
izole edilen keramadin noérosupresif bir bilesiktir. Seratonerjik
reseptdr antagonisti olarak seratonin salgilayan noéral iletim
noktalarini bloke ederek etkisini gostermektedir (Sipkema ve ark.,
2005).
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Agelas longissima’ dan izole edilen agelonginin in-vitro olarak sican
mide tabaninda test edilmis ve antiseratonerjik aktivitesi
bulunmustur. Aktivitenin ayni1 zamanda geri déntisumli oldugu

gozlenmistir (Cafieri ve ark., 1995a; Gribble, 1998).

1.10.8. Antihistaminik Aktivite

Karayipler’den toplanan doért Agelas turinden (A. conifera, A.
longissima, A. clathrodes, A. dispar) izole edilen dispakamit A ve
monobromo turevi olan dispakamit B’nin belirgin antihistaminik
aktivitesi kanitlanmistir. Calismada dispakamit domuz ince
bagirsagindaki histaminerjik reseptorler tizerinde antagonist aktivite

gostermistir (Cafieri ve ark., 1996a).

1.10.9. Antitiiberkiiloz Aktivite

Filipinler’den toplanan Agelas 6rneklerinde bulunan agelasin F’nin
antitiberktiloz aktivitesi arastirilmistir. 3,13 pg/ml dozunun M.
tuberculosis’in ilaca direngli suslarini inhibe ettigi goézlenmistir

(Mangalindan ve ark., 2000).

1.10.10. Diger Aktiviteler

Okinawa’dan toplanan Agelas turlerinden izole edilen agelasin A-D
bilesiklerinin Na,K-ATPaz enzimini inhibe ettigi, antispazmodik ve
antimikrobiyal aktivite gosterdigi saptanmistir (Nakamura ve ark.,

1984b). A. nakamurai Hoshino’dan izole edilen agelasin E ve F’nin de
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Na,K-ATPaz enzimini inhibe ettigi gérilmusttr (Kobayashi ve ark.,

1984).

Agelasimin A ve B’nin, sican aortunda potasyum klorur ile elde edilen
kasilmalarin inhibisyonunda c¢ok etkili oldugu bulunmustur.
Prostoglandin Faq TUzerinde etkisi bulunamamis, noradrenalin
Uzerinde orta derecede, 5-hidroksitriptamin tUizerinde ise dikkate
deger bir etkisinin oldugu gézlenmistir. Agelasimin A ve B’ nin tavsan
bagirsagi ve sigir koroner arteri Uzerinde de gevsetici etkisi

bulunmustur (Fathi-Afshar ve ark.,1989).

Agelas cinsi sungerlerden izole edilen bilesikler olan stevensin,
klatrodin, himenidin, oroidin ve dibromoageliferin’in ATP ile yarisip
fosforilasyonu o6nleyerek siklin-bagimli kinazlar (CDK1 ve CDK2),
glikojen sentez kinaz-3f (GSK-3p) ve kazein kinaz 1% (CK1) inhibe
ettigi gbzlenmistir. Bu kinazlarin inhibisyonu, artrit, Alzheimer,
Parkinson gibi hastaliklarda énemli rol oynamaktadir (Meijjer ve ark.,

2000).

Cesitli Agelas tuirlerinden izole edilen yedi pirol alkaloitinin hticresel
kalsiyum homeostazi Uzerine etkileri arastirilmistir. Alkaloitlerin
PC12 hucrelerinde voltaj bagimli kalsiyum girisini azalttigi
gozlenmistir. Dibromoskeptrin’in, oroidin ve skeptrin’den sonra en
potent bilesik oldugu gbézlenmistir. 4-bromopirol-2-karboksilik asit ve
pirol-2-karboksilik asitin ise etki goOstermedigi bulunmustur

(Bickmeyer ve ark., 2004).

Agelas conifera’dan izole edilen bromoageliferin ve
dibromoageliferin’in PC12 (phaeochromocytoma 12) hcreleri

lUzerinde voltaja bagimli olarak kalsiyum girisi arastirilmistir. Her iki
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bilesiginde voltaja bagimli kalsiyum girisini azalttig1 fakat depolanmis

kalsiyum tizerinde etkili olmadiklari1 gézlenmistir (Bickmeyer, 2005).

Voltaj kapili Na (Nay) kanallar1 elektirik sinyallerinin sinir, kas ve
kalpte Uretiminin ve yayiliminin temelini olusturan btiyuk membran
proteinleridir. Agelas cinsi sungerlerde bulunan klatrodin ve
dibromoskeptrin alkaloitlerinin ise Nav kanallar1 tasiyan kas ve sinir
membran reseptorleri tizerinde etki gosterdigi bulunmustur. Her iki
bilesik de tavuktan alinan sempatik sinir sistemine ait ganglionlarda

Natakimini %27-40 oraninda azaltmistir (Al-Sabi ve ark., 2006).
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerec

Agelas oroides, suinger 6rnegi Kemer’den (Antalya) 25 m derinlikten
2007 Agustos ayinda toplanmistir. Denizden cikarildiktan sonra 70°
etanol iceren cam kavanozlara konulmus ve Ankara’ya getirilmistir.

Toplanan stinger 6rneklerinin metanollil ekstresi hazirlanmistir.

Tar tanimi, Prof.Dr. Rob van Soest tarafindan yapilmistir.

(Amsterdam Universitesi Zooloji Mtizesi)

Stunger 6rnegi, Uzm. Biol. Bulent Goézcelioglu tarafindan toplanmaistir.
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Sekil 1. Agelas oroides’in su altindaki gérintsu
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2.2. Yontem

Izolasyon calismalar1 sirasinda iki farkli yéntem uygulandigindan

stinger 0rneginden iki ayr1 metanolli ekstre hazirland:.

2.2.1. Ekstraksiyon

a. 182,99 g A. oroides numunesi kiicik parcalara boéltinerek erlen
mayerlere konuldu. Uzerine toplam 900 ml metanol eklenerek,
calkalayicida oda sicakliginda yarim saat sure ile ekstre edildi.
Ekstreler stiztilerek alindi ve numunelere tekrar metanol ilave edilip
ekstraksiyon islemine ekstrelerin rengi iyice acilincaya kadar devam
edildi. Stiztintiler birlestirilerek rotavaporda 40°C de yogunlastirild:

ve 10,54 g A. oroides metanollil ekstresi elde edildi.

b. 69,48 g slUnger parcalara boélindi ve toplam 400 ml metanol

eklenerek yukaridaki yontemle 4,06 g metanollti ekstre elde edildi.

2.2.2. Metanollii Ekstreden Etilasetat Fazinin Elde Edilisi

Stungerin 10,54 g metanollt ekstresi 500 ml distile su ile karistirildi.
Ultrasonik banyoda bekletildi. Ayirma hunisine alindi. Uzerine her
seferinde 500 ml etil asetat ilave edilerek ayirma hunisinde
calkalandi ve ekstre edildi. Alt faz (su fazi) ve Ust faz (etilasetat faz)
topland.

Fazlarin cozlculeri rotavaporda uzaklastirildi, katilasan ekstreler
viallere alindi ve ¢ézlicinin tamamen uzaklastirilmasi i¢in azot gazi

altinda kurutuldu ve tartild:.
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Etil asetat fazi= 2,4428 g
Su Fazi1 = 3,3927 g

Her iki ekstreden de YBSK icin oOrnek hazirlandi ve YBSK

kromatogramlar: incelendi.

2.2.3. ITK Orneklerinin Hazirlanmasi

ITK 6rnegi hazirlanirken incelenecek ekstre veya fraksiyonlardan
spatil ucuyla alinip plastik eppendorf tiplerine konuldu, kapaklari
kapatildi. Bilinen miktarda (genelde 400 pl) metanol eklenip

ultrasonik banyoda ¢céziilmesi saglandi ve ITK analizleri yapildi.

2.2.4. YBSK Orneklerinin Hazirlanmasi

YBSK &rnekleri ITK orneklerinden hareketle hazirlandi. ITK
orneklerinden her seferinde ayni sayida olmak tizere ITK plagina
uygulandi. Olusan lekeler UVass altinda kontrol edildi. Lekelerin
belirginligine goére metanol eklenerek seyreltme yapildi ve bdylece
orneklerin konsantrasyonu YBSK analizleri icin en uygun olacak
sekilde ayarlandi. Eppendorf tipleri santrifiije konuldu ve 5 dakika
sure ile santrifijj edildi. Numuneler tiiplerden mikro pipetle alind: ve
en az 400 ul olacak sekilde viyallere aktarildiktan sonra YBSK

analizleri yapildi.
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2.2.5. Izolasyon

Etil asetat (EtOAc) fazinin YBSK kromatograminda iki majér pikin
gozlemlenmesi lizerine izolasyona etil asetat fazi ile devam edilmesine

karar verildi.

2.2.2.5.1. Vakum Sivi Kromatografisi (VSK)

Etil asetat fazi iyice toz haline gelinceye kadar silika jel ile karistirildi.
Cap1 6 cm boyu 11 cm olacak sekilde normal faz silika jel (Silika jel
60 Fluka) ile doldurulmus, 30 cm boyunda kolona uygulandi. Uzeri

Once silika ile sonra deniz kumu (Sea Sand, Merck) ile kaplandi.

Sekil 2. VSK ve fraksiyonlari
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2.2.5.1.1. Eliisyon Sistemi

VSK ile kolondan fraksiyonlar toplandi.

Cizelge 2. VSK icin kullanilan eltisyon sistemi

Fraksiyonlar Hekzan EtOAc Toplam Hacim
1 %100- 600ml 0-0 600ml
2 %75-225ml %25-75ml 300ml
3 %50-150ml %50-150ml 300ml
4 %25-75ml %75-225ml 300ml

Diklorometan MeOH
5 %100-300ml 0-0 300ml
6 %75-225ml %25-75ml 300ml
7 %50-150ml %50-150ml 300ml
8 %25-75ml %75-225ml 300ml
9 0-0 %100-300ml 300ml

Toplanan fraksiyonlar rotavaporda yogunlastirildi ve daha sonra
cozunurliklerine gbre etil asetat ve hekzanla viyallere aktarilanlar
azot gazi altinda, metanolle aktarilanlar SpeedVac’te kurutuldu.
Daha sonra derin dondurucuda bekletildi ve Freeze Dryer’ da

kurutma islemi tamamlandi. Tartimlar alinda.

Fr 1=0.0067 g Fr 4=0.0548 g Fr 7=0.7529 g
Fr 2=0.0999 g Fr 5=0.028 g Fr 8=0.142 g
Fr 3=0.2227 g Fr 6=0.3378 g Fr 9=0.0579 g
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2.2.5.2. VSK ile Elde Edilen Fraksiyonlarin ITK ve YBSK

Analizleri

Buittin fraksiyonlarin ITK ve YBSK 6rnekleri hazirlandi. ITK analizleri
ayni kosullarda yapilda.

ITK’ da oroidin ve 4,5 dibromo — 1 H - pirol - 2 karboksilik asit
standartlari da plaga uygulandi.

Kullanilan plak : Hazir kaplanmis aluminyum plak (Merck 5715 )
Adsorban : Kieselgel 60 F 254 (Merck)

Cozlcu sistemi : Etil asetat:Metanol:Amonyak (60:40:1)
Surtklenme : 10 cm

Lekelerin gézlenmesi : UVas4; Ninhidrin ¢ézeltisi (100-110°C 1sitict
uzerinde 2 dakika bekletildi).

Butin fraksiyonlarin YBSK analizleri ayni kosullarda yapild:.

YBSK Kosullari:

Kolon :Europhere-Cis kolon (125 x 4 mm)

Enjeksiyon Hacmi :20 pl

Solvan Sistemi ‘Metanol:Su (pH=2, fosforikasitle
ayarlanmais)

Akis Hizi :1ml / dak

Dedektor :DAD

UV’de taranan dalga boylari :235 nm, 254 nm, 280 nm
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Cizelge 3. YBSK zamana gore ¢oézlicu akis grafigi

100 - 1\
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Metanaol yazdesi

Analiz siuresi
ITK kromatograminda 7 no’lu fraksiyonda iki adet majér leke gériildii
ve standartlarla karsilastirildiginda lekelerin oroidin ve 4,5-
dibromopirol-1(H)-karboksilik asit olabilecegi diistinuldu. Yine YBSK
kromatograminda da iki adet major pik goéruldt ve izolasyona 7.

fraksiyon ile devam edilmesine karar verildi.

2.2.5.3. 7 No’lu Fraksiyonun Kolon Kromatografisi

7 no’lu fraksiyon metanol ile ¢6zuldu, ultrasonik banyoda (Bandalin
Sonorex rk52h) bekletildi, santriftij edildi ve metanolde c¢6zlinen
kismi1 sefadeks doldurulmus kolona uyguland: (Metanolde ¢6zliinen
kismin agirhigi= 0,7529 g). Kolondan surekli metanol gecirildi ve
fraksiyon kolektoérti ile 10 dakikada bir tUp degisimi suretiyle
fraksiyonlar toplandi. 256 adet alt fraksiyon elde edildi. ITK analizleri
yapild: ve benzer fraksiyonlar birlestirildi. Toplam 26 adet fraksiyon
elde edildi.
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Sekil 3. 7no’lu fraksiyonun kolon kromatografisi ve fraksiyonlar:

2.2.5.4. Kolondan Toplanan 26 Fraksiyonun ITK Analizi

Butiin fraksiyonlarin ITK 6rnekleri hazirlandi. Fraksiyonlar ITK
plagina uygulandi. 8 cm striklendi. 5, 9 ve 10. fraksiyonlar ITK
plaginda major lekeler halinde temiz goérindiginden saf
olabilecekleri duisiintilerek YBSK analizlerinin yapilmasina karar

verildi.

2.2.5.5. Fraksiyonlarin (5, 9 ve 10 no’lu) YBSK Analizleri

5, 9 ve 10 no’lu fraksiyonlarin YBSK o6rnekleri hazirlandi ve YBSK
analizleri yapildi. Pikleri saf olarak goértaldid. 9 ve 10 nollu
fraksiyonlarin retansiyon zamanlarinin esit oldugundan ayni bilesik
olduklar1 dustinuldid. 10 nollu fraksiyon YBSK kromatograminda
daha temiz gérindtgl icin S ve 10 no’lu fraksiyonlarin LC-MS ve

NMR analizlerinin yapilmasina karar verildi.
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2.2.5.6. Bilesiklerin LC-MS ve UV Analizleri

LC-MS Kosullari:

Cozucu Sistemi: Asetonitril : Su (%0,1 formik asit)

Akis Hizi : 0,4 ml/dak

Kolon : RP1s kolon (Europher100, C18-A, firma: Knauer)
HPLC : HP-Agilent

MS : Thermoquest

Izole edilen bilesiklerin HP-Agilent cihazinda LC-MS analizi yapilirken
UV spektrumlari alindi. Bulunan degerler literatiir degerleri ile

karsilastirildi.

2.2.5.7. Bilesiklerin NMR Analizleri

Izole edilen iki bilesikten 5 no’lu fraksiyondaki bilesigin 'H-NMR ve
I3C-NMR spektrumlarina, 10 no’lu fraksiyondaki bilesigin 1H-NMR,
I3C-NMR ve HMBC spektrumlarina goére yapilart aydinlatildi.
Literatirdeki bulgular ile karsilastirilarak 5 no’lu fraksiyondaki
bilesigin “oroidin”, 10 no’lu fraksiyondaki bilesigin ise “4,5-
dibromopirol-2-karboksilik asit” oldugu belirlendi (NMR analizleri

Almanya Duiseldorf (Heinrich-Heine) Universitesinde yapilmistir).

2.2.6. Metanollii Ekstreden Hekzan Fazinin Elde Edilisi

Sungerin 4,06 g metanolli kuru ekstresi 50 ml metanolde ¢oézuldu.
Uzerine 50 ml su ilave edildi ve calkalandi. Karistm 250 mililitrelik
ayirma hunisine alindi ve tizerine her seferinde 90 ml olacak sekilde

hekzan ilave edilerek, hekzanla tiiketildi. Hekzanla tiiketme islemine
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sulu-metanolltl fazin rengi iyice acilincaya (5 kez) kadar devam edildi.
Ust faz olan hekzan fazlar birlestirildi. Hekzan faz1 rotavaporda 40°C
de yogunlastirildi. Hekzanla behere aktarildi, ceker ocakta kalan
solvan ucuruldu. 0,83 gr artik elde edildi.

2.2.7. izolasyon

Hekzan fazi kullanilarak izolasyon yapildi.

2.2.7.1. Kolon Kromatografisi

Cap1 3 cm, boyu 35 cm olan kolon Silika jel 60 (1.0773 42500 Merck)
dolgu maddesi ile dolduruldu ve kolondan sturekli diklorometan
gecirilerek kolon hazirlandi. Ekstre hekzanla ¢6ziildi, sonik banyoda

(Bandalin Sonorex rk52h) bekletildi ve pastor pipeti ile kolona

uygulandi.

Sekil 4. Hekzan fazina uygulanan kolon kromatografisi ve fraksiyonlari
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2.2.7.1.1. Eliisyon Sistemi

Fraksiyonlar 100’ er ml olacak sekilde toplanda.

Cizelge 4. Hekzan fazinin ayrimi icin uygulanan eliisyon sitemi

Solvan Sistemi Harcanan Miktar Fraksiyonlar
Diklorometan(%100) 300 ml 1-3
Diklorometan:Metanol(95:5) 200 ml 4-5
Diklorometan:Metanol(90:10) 200 ml 6-7
Diklorometan:Metanol(85:15) 100 ml 8
Diklorometan:Metanol(80:20) 200 ml 9-10
Diklorometan:Metanol(75:25) 100 ml 11
Diklorometan:Metanol(70:30) 100 ml 12
Diklorometan:Metanol(50:50) 50 ml 13
Diklorometan:Metanol(%100) 50 ml 14

2.2.7.2. Hekzan Fazinin Fraksiyonlarinin ITK Analizi

Elde edilen 14 fraksiyonun ITK analizi yapild.

Kullanilan plak : Hazir kaplanmis aluminyum plak (Merck 5715 )
Adsorban : Silika jel 60 Fas4

Cozlcu sistemi : Diklorometan:Metanol (5:1)

Surtklenme : 8 cm

Lekelerin go6zlenmesi : % S’lik sulfurik asit puskurtultip 110 °C

etiivde 5 dakika bekletildi.

ITK analizi sonucunda, 1-2, 3-4, 5-6, 7(tek), 8-9, 10-14 numaral
fraksiyonlar birlestirildi. Toplam 6 adet fraksiyon elde edildi.

Yukaridaki sistem kullanilarak bu 6 fraksiyonun ITK analizi yapildi.

3 no’lu fraksiyonda bir stire sonra kristallenme goézlendi. Bunun

lUzerine metanolde c¢6ztlup ultrasonik banyoda 5 dakika ve derin
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dondurucuda 15 dakika bekletildi. Beyaz cokelek olusumu gozlendi.
Cokelek metanolle yikanip temizlendi. Kristallenme ve c¢okelek
olusumu goézlendigi icin saf bilesik oldugu dustintldu. Bilesigin FAB-

MS ve NMR analizlerinin yapilmasina karar verildi.

2.2.7.3. Bilesigin FAB-MS ve NMR Analizleri

MS analizi yapildi. FAB-MS analizi Almanya  Duseldorf
Universitesinde organik kimya bélim laboratuvarinda "Sektorfeld-

Massenspektrometer Finnigan MAT 8200".cihazinda yapildi.

IH-NMR, 13C-NMR ve H,H-COSY spektrumlar1 ile bilesigin 25-
hidroksi-24-metilkolesterol oldugu tespit edildi.
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2.3. Biyoaktivite Calismalari

2.3.1. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini

Agelas oroides sunger Orneginin 0,55 g metanollii ekstresi ve izole

edilen saf maddelerin dilisyonlar: hazirlanarak calismada kullanildi.

2.3.1.1. Ekstrenin Hazirlanmasi

10 g stinger kiicuk parcalara boélindt ve 250 ml lik erlene konulup
lUzerine 150 ml metanol ilave edildi ve calkalayicida yarim saat
suireyle ekstre edildi. Yarim saat sonunda numune stizge¢ kagidindan
stizildi, bu isleme ekstrenin rengi iyice acilincaya kadar devam

edildi. Stizintuiler birlestirilip rotavaporda 40°C de yogunlastirildi.

2.3.1.2. Yontem

2.3.1.2.1. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite

Ekstrenin ve saf maddelerin DPPH serbest radikal sUpuricu
aktivitesi, 2,2-difenil-1,2-pikril hidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich
Chemie, Steinheim, Almanya) radikaline karsi, koyu-viyole renkten
acik-sar1 renge donUsUmun UV/gérinltr boélgede 515 nm
dalgaboyunda spektrofotometrik olarak o6lctilmesiyle tayin edildi.
Calismada uygulanan yonteme goére; 6 x 105> M DPPH solusyonu
Olcimlerden oOnce hazirlandi ve ekstre sollisyonlarindan 77 ul
alinarak, Uzerlerine 3’er ml DPPH soltisyonu ilave edildi. Daha sonra
ekstre ve DPPH soltuisyonlari, karanlikta, oda sicakliginda 15 dakika
bekletilerek inkitibe edildi. Kor olarak metanol kullanilarak ttim
sollisyonlarin absorbanslar1 515 nm’de UV spektrofotometrede (Unico

4802 UV/Vis double beam spectrophometer, USA) okundu. Tum
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ekstreler icin deney Ug¢ paralelli olarak uyguland: ve bttil hidroksi
anisol (BHA, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Almanya) referans

madde olarak kullanild: (Miliauskas ve ark., 2004).

% inhibisyon ise su formule gére hesaplandi:

% Inhibisyon = [(As-Aa)/Ag] x 100

Ag= DPPH stok soliisyonunun absorbansi, Aa= Ornek soltisyonunun

absorbansi

2.3.1.2.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Ekstre ve Saf Madde Diltisyonlari:

Sunger ekstresinden ve izolasyonla elde edilmis oroidin, 2,4-dibromo-
pirol-1(H)-karboksilik asit ve 25-hidroksi-24§-metilkolesterol’den
20’er mg tartilip 6énce metanolle 10 ml ye tamamland: ve 2 mg/ml
konsantrasyonda 10 ml c¢o6zelti elde edildi. Bu ¢oézeltiden hareketle 1
mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml ve 0,0625 mg/ml’ lik

diltisyonlar: hazirlandi.

DPPH-Metanol Cozeltisinin Hazirlanisi:

6x10-> M DPPH= 2,4mg/100ml dir. 200ml c¢ozelti icin 4,8 mg DPPH

tartildi ve metanol ile 200 ml ye tamamlandi.
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2.3.2. Asetikolinesteraz Enzim Inhibisyonu Aktivite Tayini

Antioksidan aktivite tayininde anlatildigi gibi hazirlanan Agelas
oroides’in metanollll ekstresi ve izole edilen saf maddelerden etanol

icinde c¢ozulerek diliisyonlar1 hazirlanmis ve calismada kullanilmistir.

2.3.2.1. Yontem

Aktivite tayini Ellman ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen
spektrofotometrik yéntemle yapild: (Ellman ve ark., 1961). 140 ul 0,1
mM fosfat tamponu (pH 8), 20 pl 5,5-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)
(DTNB) cozeltisi, 20 pl test ¢ozeltisi ve 20 pl asetilkolinesteraz enzimi
(AChE), 96 kuyucuklu mikroplaga eklenerek 25°C lik ettivde 15
dakika streyle inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan, 10 ul
asetiltiyokolin iodur (ATC) eklenmesiyle reaksiyon basladi ve olusan
sar1 rengin absorbansi 412 nm dalga boyunda oélculdu. (VersaMax
tunable microplate reader, Softmax® Pro Software, Molecular Devices,
USA). Kor olarak fosfat tamponu (pH 8) icinde etanol kullanildi. TGm
soltisyonlar icin deney 3 paralelli olarak yapildi. Referans madde

olarak galantamin (Sigma) kullanildi.

%AChE aktivitesi ise su formule gére hesaplandi:
% AChE aktivitesi= (E-S)/E x 100

E= numune icermeyen enzim co6zeltisinin absorbansi S= numune ve

enzim c¢ozeltisi karisiminin absorbansi
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2.3.2.1.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Ekstre ve Saf Madde Diltisyonlari:

Stinger ekstresinden ve izolasyonla elde edilmis oroidin, 2,4-dibromo-
pirol-1(H)-karboksilik asit ve 25-hidroksi-24¢-metilkolesterolden 10’ar
mg tartildi ve etanol ile 5 ml ye tamamland: ve 2 mg/ml lik 5 ml
cozelti elde edilmis oldu. Bu c¢ozeltiden hareketle 1 mg/ml, 0,5
mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml ve 0,0625 mg/ml’ lik dilisyonlar

hazirlanda.

Fosfat Tamponunun Hazirlanisi:

0,1 M fosfat tamponu hazirlamak icin 2,6127 g potasyum hidrojen
fosfat 150 ml ye distile ile tamamlandi ve 1 M HCl ile pH ayar: yapildi.

DTNB Cozeltisinin Hazirlanisi:

16 mg DTNB tartilip 1 ml fosfat tamponunda (pH 7,4) cozuldu (A
cozeltisi). 7,5 mg NaHCOg3 tartilip 1 ml fosfat tamponunda (pH 7,4)
cozuldu (B cozeltisi). A ve B cozeltileri birlestirilerek 4 ml'ye fosfat

tamponu ile tamamlandai.

AChE Cozeltisinin Hazirlanisi:

0,1 mg enzim tartilip 2 ml fosfat tamponunda (pH 8-8,6) céztldu. 20
pl’ lik hacimlerde eppendorflara bélinerek derin dondurucuda

saklandi ve tizerine 2 ml tampon c¢ozelti ilave edilerek kullanilda.

ATC Cozeltisinin Hazirlanisi:16 mg asetilkolintiyoiyoduir tartilip 4 ml

bidistile suda ¢ozulda.
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3. BULGULAR

3.1. ITK ve YBSK Analizlerine Ait Bulgular

3.1.1. Etil asetat Fazinin YBSK Analizi
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Sekil 5. Etilasetat Fazinin YBSK Kromatogrami
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3.1.2. VSK ile Elde Edilen Fraksiyonlarin ITK Analizi

Sekil 6. VSK ile elde edilen fraksiyonlarin ITK kromatogrami

E: Etilasetat fazi

O: Oroidin

K: 4,5-Dibromopirol-1(H)-Karboksilik asit

Belirte¢ olarak ninhidrin puskurtilip isitildiginda oroidin 6nce
kirmizi-turuncu bir renk aldi, daha sonra bu renk sarimsi

kahverengine dénustu.
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3.1.3. VSK ile Elde Edilen 7 no’lu Fraksiyonun YBSK Analizi
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Sekil 7. 7 no’lu fraksiyonun YBSK kromatogrami

3.1.4. 7 No’lu Fraksiyondan Kolon Kromatografisi ile Elde Edilen
26 Fraksiyonun ITK Analizi
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Sekil 8. 26 fraksiyonun ITK kromatogrami
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3.1.5. Fraksiyonlarin (5, 9 ve 10 no’lu) YBSK Analizleri
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Sekil 9. 5 no’lu fraksiyonun YBSK kromatogrami
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Sekil 10. 9 no’lu fraksiyonun YBSK kromatogrami
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Sekil 11. 10 no’lu fraksiyonun YBSK kromatogrami
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Sekil 12. Hekzan fazindan elde edilen 6 fraksiyonun ITK kromatogrami
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3.2. LC-MS ve FAB-MS Analizlerine Ait Bulgular

3.2.1. 5 No’lu Fraksiyondaki Bilesigin LC-MS ve UV Analizleri
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Sekil 13. 5 no’lu fraksiyondaki bilesigin LC-MS pikleri
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Gokcen11#641 RT:17.90 AV:1 NL: 3.61E7
T: + c ESIsid=25.00 Full ms [100.00-1000.00]
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Sekil 14. 5 no’lu fraksiyondaki bilesigin (oroidin) LC-MS pozitif mod

kromatogrami
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Sekil 15. 5 no’lu fraksiyondaki bilesigin (oroidin) LC-MS negatif mod

kromatogrami
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Gokcen11 #2671 RT: 17.94 AV: 1 NL: 3.30E5 microAU
F: + c ESI sid=25.00 Full ms [100.00-1000.00]
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Sekil 16. 5 no’lu fraksiyondaki bilesigin (oroidin) UV spektrumu

Oroidin icin literattiriin ve elde edilen sonucun karsilastirilmasi:

UV-Absorbsiyonu Literatir - Amax 276

Sonucg - Amax 276

Kutle Literatir - 389 g/mol

Sonuc - 389 g/mol

400
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3.2.2. 10 No’lu Fraksiyondaki Bilesigin LC-MS Analizi

RT: 4.00 - 45.00
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Sekil 17 10 no’lu fraksiyondaki bilesigin LC-MS pikleri
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Gokcen12#836 RT:23.95 AV: 1 NL: 1.42E7
T: -cESIsid=25.00 Full ms [100.00-1000.00]
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Sekil 18. 10 nolu fraksiyondaki bilesigin (4,5-dibromo-1(H)-pirol-2-

karboksilikasit) LC-MS negatif mod kromatogrami
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Gokcen12 #3556 RT:23.85 AV:1 NL:7.13E5 microAU
F: + c ESIsid=25.00 Full ms [100.00-1000.00]
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Sekil 19. 10 nolu fraksiyondaki bilesigin (4,5-dibromo-1(H)-pirol-2-
karboksilikasit) UV spektrumu

4 5-dibromo-1(H)-pirol-2-karboksilikasit icin literatiirtin ve elde

edilen sonucun karsilastirilmasi:

UV-Absorbsiyonu: Literatiir: 2> Amax 271
Sonuc¢c: > Amax 278

Kttle Literattir: - 268 g/mol
Sonuc: - 268 g/mol
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3.2.3. 3 No’lu Fraksiyondaki Bilesigin FAB-MS Analizi
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3.3. izole Edilen Bilesiklerin NMR Analiz Sonuclar1

Izole edilen oroidin, 4,5-dibromopirol-2-karboksilik asit ve 25-
hidroksi-24-metilkolesterol bilesiklerinin NMR spektrumlari

gosterilmistir.
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3.3.1. Oroidin

NH,
Br )\
N~ “NH
Br N X
H O

IUPAC Isimlendirmesi: N-[(E)-3-(2-amino-3H-imidazol-4-il)prop-2-
enil]-4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamit

Molekiil Agirligi: 389.04594 [g/mol]

Molekiil Formiilii: C1:H1:BraNsO

Ozelligi: Optik olarak inaktif, beyaz toz (Kénig ve ark.,1998).
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Sekil 21. Oroidinin 'H-NMR spektrumu



Cizelge 5. Oroidin’in 'H-NMR bulgulari

90

Konig ve Fr5
Proton | ark.(1998)DMSO icindeDMSO
no icinde 300 MHz 500 MHz
ppm Multiplisite | J (Hz) ppm Multiplisite | J (Hz)

1 12,83 br - 12,79 brs

3 7,01 s - 6,99 S

7 8,70 t 5,7 8,60 t 5,7

8 3,94 m - 3,94 t 5,1
2,8;
4,6;

9 6,13 ddd 16,3 6,13 dt 5,1;16,1

10 6,22 d 16,3 6,20 dt 16,1

14 12,43 br - 12,25 brs

15 - - - 6,88 s

16 7,46 brs - 7,45 brs
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Sekil 22. Oroidinin!3C-NMRspektrumu
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Cizelge 6. Oroidinin 13C-NMR bulgularn

Fr5 DMSO
Konig ve ark.(1998) icinde

Karbon DMSO icinde; 75,5 MHz 500 MHZ
ppm Multiplisite ppm
2 128,3 s 128,0
3 113,4 d 113,0
4 98,1 s 97,9
5 104,6 s 104,7
6 158,8 s 158,8
8 39,8 t 40,0
9 126,9 d 126,8
10 116,4 d 116,3
11 124,9 s 124,8
13 147.,8 s 147,6
15 111,1 d 111,1
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3.3.2. 4,5-dibromopirol-2-karboksilik asit

Br

/ \ OH

Br

IUPAC Isimlendirmesi: 4,5-dibromo-1(H)-pirol-2-karbosilik asit

Molekiil Agirligi: 268 [g/mol]
Molekiil Formiilii: CsH2NBrOo>

Ozelligi: Optik olarak inaktif, beyaz toz (Kénig ve ark.,1998).



04

DMSO

DMSO

S S

Sekil 23. 4,5-dibromo-1(H)-pirol-2-karboksilikasitin tH-NMR Spektrumu



95

Cizelge 7. 4,5-dibromo- 1(H)-pirol-2-karboksilikasitin 'H-NMR bulgular:

Kdnig ve
ark.,1997; Fr10
Asetonda DMSOda
¢ozulmus; ¢6zllmus; 500
Proton.| 300 MHz MHz
ppm Multiplisite | J (Hz) ppm Multiplisite | J (Hz)
1 11,8 br - - - -
4 6,88 s - 6,6 s -
7 11,96 br - - - -
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Sekil 24. 4,5-dibromo-1(H)-pirol-2-karboksilikasitin 13C-NMR Spektrumu



97

Cizelge 8 4,5-dibromo-1(H)-pirol-2-karboksilikasitin 13C-NMR bulgulari

Konig ve
ark.,1997;Asetonda Fr 10 DMSOda
¢6zulmus 75,5 ¢bzulmus
Karbon MHz 500 MHZ
ppm Multiplisite ppm
5 125,9 S 130,4
4 1181 d 117,5
3 100,2 S 99,7
2 107,2 s 105,8
6 160,5 S 163,2
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Sekil 25. 4,5-dibromo-1(H)-pirol-2-karboksilikasitin HMBC spektrumu
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3.3.3. 25-hidroksi-24§-metilkolesterol

HsC AsC

CHj CHs

OH
CHg HsC

HO

IUPAC Isimlendirmesi: 25-hidroksi-24-metil-(10R,13R)-10,13-
dimetil-17-(6-metilheptan-2-il)- 2,3,4,7,8,9,11,12,14,15,16,17-

dodecahidro-1H- siklolopenta[a]fenantren-3-ol

Molekiil Agirligi: 416,366943 (Engelbrecht ve ark., 1972).

Molekiil Formiilii: C2sH4s02; A5 sterol

Ozelligi: Optik olarak inaktif, beyaz toz (Kénig ve ark.,1997).
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3.4. Biyoaktivite Bulgulari

3.4.1. DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite Bulgular:

Cizelge 9. DPPH Radikali Stiptirticti aktivite bulgulari

DPPH Radikaline Karsi % Stipiricu Aktivite £ Standart

Ekstre Sapma (SS)

0.5 mg/ml 1.0 mg/ml 2.0 mg/ml
Agelas oroides - 19.31+0.78 29.7614.66
metanolll
ekstresi
izole edilen
bilesikler
Oroidin 89.96+0.60 93.07+0.83 93.91+0.46
4,5-
dibromopirol-2- 5.880.90 11.2340.28 16.58+0.89
karboksilik asit
25-hidroksi-24-
metilkolesterol 3.60£0.47 4.04+1.26 6.44£0.97
Referanslar
Butil hidroksi 77.99+0.48 81.66+1.67 82.94+0.68
anisol (BHA)
Gallik asit 91.61+0.06 92.57+0.10 93.19+0.00
izole edilen 0.0625 mg/ml 0.125 mg/ml 0.250 mg/ml
bilesikler
Oroidin 16.11+0.54 18.33+0.58 55.27+0.35
4,5- 2.4310.72 3.5110.01 5.27+1.06
dibromopirol-2-
karboksilik asit
25-hidroksi-24- 2.09+0.11 2.43+0.36 3.09+0.12
metilkolesterol
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3.4.2. Asetilkolinesteraz Enzim Inhibisyon Aktivite Bulgulari

Cizelge 10. Asetilkolinesteraz Enzim Inhibisyon Aktivite Bulgulan

Asetilkolinesteraz enzimine karsi % inhibisyontS.E.M?

Konsantrasyon (ug/ml)

Bilesikler
62.5 125 250 500 1000 2000

Oroidin
b - - 18.95%1.84 | 26.24%+0.19 55.21£2.94

4,5-
dibromopirol - - - - - -
-2-
karboksilik
asit

25-hidroksi-
24- - - - - - 7.85%2.42
metilkoleste
rol

Agelas
oroides - - - 53.96+3.75 42.89+4.14 47.02+4.40
metanolll

ekstresi

aS.E.M.= Standard error mean, b-= Aktivite yok

Referans madde galantaminin 1mg/ml icin aktivitesi % 99.90+0.96

olarak hesaplanmistir.
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4.TARTISMA

Yaptigimiz literatiir calismalar:1 sonucunda Agelas oroides’ten oroidin,
midkapamit, taurodispakamit, A, siklooroidin, agelorin A, agelorin B,
11-epi-fistularin, 4a-metil-Sa-kolest-8-en-3p3-0l, A5,9 yag asitleri,
doymus yag asitleri, pirol-2-karboksilik asit tarevleri, 2,4,6,6-
tetrametil-3(6H)-piridon, 2,2,6,6-tetrametil-4-piperidon, bilesiklerinin
izole edildigi gbdzlenmistir ve biyolojik aktiviteleri ile ilgili Gi¢ calisma

bulunmustur.

Malta’dan toplanan Agelas oroides Orneklerinden izole edilen 4a-
metil-Sa-kolest-8-en-33-ol bilesiginin orta derecede antiplazmodial ve
sitotoksik aktivitesi, 2-siyano-4,5-dibromopiroltin ise orta derecede
sitotoksik aktivitesi go6zlenmistir (Kénig ve ark., 1998). Bizim
calismamizda ise bu bilesiklere benzer yapida olan 25-hidroksi-24-
metilkolesterol ve 4,5-dibromopirol -2-karboksilik asit bilesikleri izole
edilmistir. Izole edilen sterol yapisindaki bilesigin Almanya’da
sitotoksik aktivitesine bakilmis ve bu aktivitenin olmadigi

gorulmustir. Ayni sekilde antiplazmodial aktivitesi de arastirilabilir.

Yapilan bir diger calismada Agelas oroides’in kuru ekstrelerinin agar-
disk diftizyon yo6ntemi ile gram-pozitif bakteriler olan Staphylococcus
epidermidis, S. aureus, Micrococcus luteus, Enterococcus feacalis ile
gram-negatif bakteriler olan Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella thyphymerium ve Listeria monocytogenes’e
kars1 antibakteriyel aktivitesi arastirilmistir. Blitiin stingerlerin sulu
ekstrelerinin antibakteriyel aktivitesi cok zayif bulunmus, Agelas
oroides’in organik co6zlclyle hazirlanan ekstresi ise S. aureus, S.
epidermidis, M. luteus, E. coli ve S. thyphymerium’ a kars1 gicld, E.

feacalis, L. monocytogenes ve P. aeruginosa’ya karsi ise zayif
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antibakteriyel aktivite gostermistir (Touati ve ark., 2007). Bu
calismada bir izolasyon s6z konusu olmadigindan hangi bilesigin
veya bilesiklerin bu etkilere neden oldugu acik degildir. Bu nedenle

izole ettigimiz bilesiklerin antibakteriyel etkisi ileride arastirilabilir.

Agelas oroides metanol ekstresinin insan ndéroblastoma (NB) hucre
dizileri LANS ve SK-N-BE(2)-C tUzerine olan etkisi arastirilmistir.
Metanolli ekstrenin 30 dakika icinde iki huicre tUrd Uzerinde de
yuksek sitotoksik aktivite godsterdigi saptanmistir (Ferretti ve ark.,
2007) Bizim calismamizda izole edilen oroidin ve 25-hidroksi-24-
metilkolesteroliin Almanya’da arastirilan sitotoksik aktivitesi negatif
sonuclanmistir. Daha 6nce tartistigimiz calismada ise 4a-metil-Sa-
kolest-8-en-3f3-0l, 2-siyano-4,5-dibromopirolin orta  derecede
sitotoksik aktivitesi oldugu bildirilmistir. Bu iki calismay1
karsilastirdigimiz zaman Ferretti ve arkadaslarinin sadece metanollti
ekstreyi inceleyip madde izolasyonu yapmadiklar1 icin yuksek
aktiviteye hangi maddelerin neden oldugu bilinmemektedir. Ancak
daha o6nce yapilan calismadaki iki etken maddenin orta derecede
sitotoksik aktivite gostermesi ekstre icinde bulunan diger etken
madde veya maddelerin bu iki madde ile sinerjik etki yaratabilecegi

dustundirmektedir.

Turkiye Agelast Uizerinde yapilan tek calisma olan Deniz Tasdemir ve
arkadaslarinin yaptiklar1 calismada bir etken madde hari¢c (3-amino-
1-(2-aminoimidazoil)-prop-1-en) diger maddelerde sitotoksik aktivite
ya dusuk bulunmus ya da hi¢c goérulmemistir (Tasdemir ve ark.,
2007). Iki farkli bélgeden toplanan Turkiye stinger dérneklerinden elde
edilen ekstrenin sitotoksik aktivitesine bakilmamistir. Ekstrelerde

sitotoksik aktivite arastirildiktan sonra bir yorum yapilabilir.



108

5. SONUC ve ONERILER

Stnger subesine ait Agelasidae familyasinin tlkemizdeki tek turu

olan Agelas oroides ¢calismamizin konusunu olusturmustur.

Bugltine kadar Agelas 6rnekleri izerinde yapilan calismalar sonucu
basta pirol alkaloitleri (oroidin, skeptrin, midkapamit,
nagelamitler...vb.) olmak Ttlzere, terpenler, yag asitleri ve sterol
yapisinda bilesikler izole edilmistir. Yapilan bioaktivite calismalar:
sonucu hem ekstre hem de izole edilen etken maddelerde sitotoksik,
antibakteriyel, antiplazmodial aktiviteler saptanmistir. Bizim
calismamizda ise Agelas oroidesten ¢ bilesik (oroidin, 4,5-
dibromopirol-2-karboksilik asit ve 25-hidroksi-24-metilkolesterol)
izole edilmis ve yapilarni aydinlatilmistir. Stngerden hazirlanan
ekstrenin ve izole edilen bilesiklerin DPPH radikali sUtpUurica
aktiviteleri ile asetilkolinesteraz enzim inhibitér aktiviteleri

incelenmistir.

DPPH radikali sUpurtcu aktivite tayini sonucunda sungerin
metanolll ekstresinin aktivitesi, hazirlanan dilisyonlar icinde 2
mg/ml lik dilisyonun digerlerine gére yuksek oldugu (% 29.76+4.66),
izolasyonla elde edilen ti¢ madde icinden de oroidinin (93.91£0.46) en
yuksek aktiviteyi gosterdigi bulunmustur. Antioksidan aktivitenin
degerlendirilmesinde uygulanan diger yo6ntemler de denenerek,

aktivitenin mekanizmasi ortaya cikarilabilir.

Biyoaktivite calismalarimizin ikinci basamagini asetilkolinesteraz

enzim inhibitér aktivite tayini olusturmustur.

Asetilkolinesteraz enzim inhibitér aktivite tayini sonucunda Agelas

oroides’in  sterol ve karboksilik asit bilesiklerinde aktivite
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gozlenmemistir. Oroidinin ise 2 mg/ml’ lik dozu icin % 55.21+£2.94
aktiviteye sahip oldugu go6zlenmistir. Agelas oroides’in metanollti
ekstresinde gorilen aktivitenin oroidin ile birlikte izole edilemeyen

diger bilesiklerden ileri geldigi diistinulebilir.

Bu bilgiler 1s1ginda Turkiye denizlerinin farkli bélgelerinden toplanan
Agelas oroides 6rnekleri tizerinde 6nce oroidin icin kantitatif miktar
tayini yapilarak en yuksek oroidin tasiyan 6rnegin, yuksek DPPH
radikali stUpuricu ve asetilkolinesteraz enzim inhibitér aktivitelerini
gosterecegi dusunulebilir. Yuksek aktivite gOsteren o6rnegin dogal
ortamdan izolasyonuyla ya da suUngerin su kultirtiine alinmasi
yontemiyle yetistirilip maddelerin izolasyonuyla bu aktivitelerdenden

faydalanma olanaklar: arastirilabilir.

Daha o6nce yurt disinda yapilan calismalar dayanilarak Kemer
ekstresinin ve izole edilen ¢ bilesigin antibakteriyel ve
antiplazmodial etkilerinin arastirilmasinin yararlh olacagi

dustunulmektedir.
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OZET

Deniz Siingeri Agelas oroides’in Etkili Bilesiklerinin Izolasyonu ve Yap1

Tayini

Bu calismada tilkemiz de Akdeniz ve Ege denizinde bulunan Agelas oroides
stngerinin etkili bilesikleri izole edilmistir. Stinger ekstresinin ve etkili
bilesiklerin DPPH radikali sUpurtct aktivitesi ve asetilkolin esteraz enzim
inhibitor aktivitesi arastirilmistir.

Kemer sahillerinde 25 m’den 2007 Agustos ayinda toplanan stingerin 6nce
metanolll ekstresi hazirlanmistir. Metanollil ekstreden hareketle etil asetat
ve hekzan fazlari elde edilmis, etil asetat fazindan oroidin ve 4,5-
dibromopirol-2-karboksilik asit, hekzan fazindan ise 25-hidroksi-24-
metilkolesterol  bilesigi  izole edilmistir. Izolasyonda ITK, kolon
kromatografisi, YBSK, LC-MS y6ntemlerinden faydalanilmaistir.

Izolasyondan sonra aktivite calismalarina gecilmistir. Aktivite calismalarinin
ilk basamaginda stingerden hazirlanan metanollti ekstrenin ve izole edilen
bilesiklerin DPPH radikali stiptirticti aktivite tayinleri yapilmistir. Stingerin
metanolli ekstresinin 2 mg/m lik dilisyonu i¢cin %29.76+4.66, oroidinin 2
mg/ml’lik dilisyonu icin %93.91+0.46, 4,5-dibromopirol-2-karboksilik
asitin 2 mg/mllik dildsyonu icin %16.58+0.89, 25-hidroksi-24-
metilkolesterolin 2 mg/mllik diltisyonu icin 9%6.44+0.97 antioksidan
aktivite bulunmustur.

Aktivite calismalarinin ikinci basamaginda metanollil ekstrenin ve izole
edilen Dbilesiklerin  asetilkolinesteraz  enzim  inhibitér  aktiviteleri
arastirilmistir. Stingerin metanollii ekstresinin 2 mg/ml lik dildsyonu icin
%47.02+4.40, oroidinin 2 mg/ml lik dilisyonu icin %55.21+£2.94, 25-
hidroksi-24-metilkolesteroliin 2 mg/ml lik dilisyonu igin %7.85%£2.42 enzim
inhibitér aktivitesi gdsterdigi bulunmustur. 4,5-dibromopirol-2-karboksilik
asit ise bu aktiviteyi géstermemistir.

Anahtar Sozciikler: Agelas oroides, Antioksidan, Asetilkolinesteraz, Deniz
Stingeri, Oroidin
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SUMMARY

Isolation and Structure Elucidation of Active Compounds from Marine

Sponge Agelas oroides

In this study, active compounds of the sponge sample of Agelas oroides
from the Mediterranean sea in our country have been isolated. DPPH-
radical scavenging activity and acetylcholinesterase enzym inhibitory effects
of the sponge extract and active compounds have been investigated.

Sponges were collected from the coast of Kemer from 25 meter depth in
August 2007 and the extract was prepared with methanol. Starting with the
methanol extract, ethyl acetate and hexane fractions were obtained; oroidin
and 4,5-dibromopyrol-2-carboxylic acid from ethyl acetate phase and 25-
hydroxy-24-methylcholesterol from hexane fraction were isolated as the
major compounds. TLC, column chromatography, HPLC and LC-MS
methods were employed during isolation.

Activity studies were performed after isolation. In the first phase of activity
studies, DPPH-radical scavenging activity of the methanol extract and
isolated compounds have been determined. DPPH-radical scavenging
activity has been assayed as 29.76 + 4.66% for dilution of 2 mg/ml of
methanol extract of the sponge, 93.91+0.46% for dilution of 2 mg/ml of
oroidin, 16.58+0.89% for dilution of 2 mg/ml of 4,5-dibromopyrol-2-
carboxylic acid and 6.44+0.97% for dilution of 2 mg/ml of 25-hydroxy-24-
methylcholesterol.

In the second step of the study, acetylcholinesterase enzym inhibiting
activity of the methanol extract and isolated compounds have been
investigated. It was found that 2 mg/ml dilution of the methanol extract of
the sponge showed 47.02+4.40% enzym inhibiting activity whereas 2 mg/ml
dilution of oroidin showed 55.21%2.94% and 2 mg/ml diluiton of 25-
hydroxy-24-methylcholesterol exerted 7.85+2.42%. 4,5-dibromopyrol-2-
carboxylic acid did not show any activity.

Key words: Agelas oroides, Antioxidant, Acetylcholinesterase, Marine
sponge, Oroidin
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