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DENIZEL SUNGERLERDEN FUNGUSLARIN iZOLASYONU VE ELDE
EDILEN METABOLITLERININ BIiYOAKTiVITELERININ TARANMASI

OZET

Tez kapsaminda siinger iliskili funguslarin izolasyonu, biyoaktif metabolitlerinin
saflagtirilmasi, metabolit profillerinin  OSMAC ve ko-kiiltiir yontemleri ile
cesitlendirilmesi, saflastirilan molekiillerin yapilarinin aydinlatilmasi ve biyoaktivite
potansiyellerinin taranmas1 hedeflenmistir

Proje kapsaminda, siinger iligkili Penicillium chrysogenum ve Aspergillus carneus
suslarindan 19 bilesik izole edilmis ve kimyasal yapilar1 spektral yontemlerle (1D-2D
NMR, MS) tayin edilmistir.

I1k olarak P. chrysogenum susu metabolit izolasyonu i¢in se¢ilmistir. Yapilan ayirma-
saflastirma iglemlerinden sonra 4 bilinen molekiil izole edilmistir; conidiogenone B
(1), conidiogenone C (2), cyclopenol (3) and viridicatin (4). A. carneus susunun yapay
deniz tuzu ile hazirlanmig piring ortamindan bir yeni dogal iiriin — aniquinazoline E —
(5) ve 8 bilinen bilesik (6 — 13) izole edilmistir. Ardindan laboratuvar kosullarinda
sessiz kalan gen bolgelerini aktive etmek i¢in A. carneus susu ile OSMAC (Bir Sus
Pek Cok Molekiil) ve ko-kiiltiir denemeleri gergeklestirilmistir. OSMAC
denemesinde, A. carneus 3 farkli besiyerinde (deniz tuzlu piring, modifiye Czapek
besiyeri ve piring besiyeri) kiiltliire edilmistir. Modifiye Czapek besiyerinden elde
edilen 6ziit ile yapilan kimyasal islemler sonucunda bir yeni bilesik — terrelumamide
C — (14) ve yapay deniz tuzu ile hazirlanmis piring ortaminda farkli bir bilesik (15) ile
7 (-7, 9-11, 13) benzer bilesik izole edilmistir. Bu sonug¢ farkli besiyerlerinin
metabolit profiline etkisini kanitlamistir. Ko-kiiltiir denemesi igin A. carneus ve B.
subtilis piring ortaminda birlikte kiiltiire edilmis ve metabolitlerin biyosentezinin
indiiklendigi HPLC analizleri ile gdzlenmistir. Biyosentezdeki artis 4 bilesigin (6, 7,
9, 10) kantitatif artiginin analizi ile de kanitlanmistir. Ayrica, diger iki ortamdan farkli
ksanton ve antrakinon tiirevleri (16 — 19) izole edilmistir.

Proje sonunda, 2 yeni 17 bilinen molekiil elde edilmis ve biyoaktivite potansiyelleri
taranmustir. 3 bilesik (5, 6, 13) fare lenfoma hiicre hatt1 L5178Y’ye kars1 kahalalide
F’den (ICso; 4.3 uM) daha giiclii sitotoksik etki gostermistir (1Cso; 0.19 — 0.43 uM). 2
bilesik (9 — 10) de S. aureus ATCC 700699, E. faecium ATCC 35667 ve E. faecium
ATCC 700221 e kars1 giiclii antimikrobiyal ekti gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Dogal Uriin; Siinger Iliskili Funguslar; OSMAC, Ko-Kiiltiir,
Kromatografi, Yap1 Tayini.
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ISOLATION OF SPONGE ASSOCIATED FUNGI AND SCREENING OF
BIOACTIVIES OF THEIR METABOLITES

SUMMARY

The aim of this thesis is to isolate sponge associated fungi, purification of their
bioactive compounds, diversify of metabolite profiles by OSMAC and co-cultivation,
eluciditaion of chemical structures of pure compounds and screening of their
bioactivity potential.

In this dissertation, two sponge-associated fungi Penicillium chrysogenum and
Aspergillus carneus, led to isolation of 19 compounds. The chemical structures of pure
compounds were eluciated by spectral experiments (1D-2D NMR, MS).

P. chrysogenum was the first fungus to selected for chemical investigation. Four
known compounds were isolated from this strain; conidiogenone B (1), conidiogenone
C (2), cyclopenol (3) and viridicatin (4). Aniquinazoline E — new natural product (5)
and 8 known (6-13) compounds (terpen, anthraquinone, xanthone and quinazolinone
types) were isolated from sea salt rice medium of A. carneus. Then to activate the
cryptic gene in laboratory conditions, OSMAC (One Strain MAny Compounds) and
co-cultivation were carried out with A. carneus. In OSMAC experiment three types of
medium (sea salt rice medium, modified Czapek medium and rice medium) were used
to improve the metabolite profile. As a result of chemical investigation of modified
Czapek medium, terrelumamide C — one new (14) and one different compound (15)
which was different from sea salt rice medium and 7 same compounds (5 -7, 9 — 11,
13) with sea salt rice medium were yielded. These results proved that the impression
of different medium effects on metabolite profiles. For co-culture experiment, A.
carneus and B. subtilis were cultivated in rice medium. Inducing of metabolite
biosynthesis was observed and it was proved by quantitative analysis of 4 induced
compounds (6, 7, 9, 10). Besides, different xanthone and anthraquinone derivates (16
— 19) were isolated from co-culture medium.

As aresult of thesis, 2 new and 17 known compound were yielded and their bioactivity
potential was screened. 3 compounds (5, 6, 13) showed strong cyctotoxic activity
againts to Murine lymphoma cell line L5178Y (ICso; 0.19 — 0.43 uM) than positive
control kahalalide F (ICso; 4.3 uM) and 2 compound (9 — 10) showed strong
antimicrobial activty againt to S. aureus ATCC 700699, E.faecium ATCC 35667 and
E.faecium ATCC 700221.

Keywords: Natural Product, Sponge-associated fungi, OSMAC, Co-Culture,
Chromatography, Structure Elucidation.
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1. GIRIS

Insanlik tarihin ilk ¢aglarindan baslayarak karsilastig1 pek ¢ok sorunun ¢oziimii i¢in
bitkisel kaynakli 6ziitler kullanmistir. Ardindan gelistirilen teknolojiler ile bitkisel
oziitlerin icerdigi etken maddelerin eldesine yOnelinmistir. 20. ylizyilin basinda
penisilinin bulusu ile arastirmacilar yeni biyoaktif metabolitlerin eldesi i¢in karasal
mikroorganizmalar1 da degerlendirmeye baglamistir [1, 2]. Penisilinin bulunusunu
takip eden yaklasik 50 yillik donemde basta mikrobiyal hastaliklar olmak tizere ¢esitli
hastaliklarin  tedavisinde kullanilma potansiyeli yiiksek molekiiller karasal
mikroorganizmalardan izole edilmistir [3]. Ancak belirli bir zamanin sonununda
karasal kaynaklardan (bitki ve mikroorganizma) yapilan c¢alismalarda bilinen
molekiilerin eldesi tekrar etmeye baslamistir ve giinlimiizde ortaya ¢ikan hastaliklara
kars1 etkin alternatifler sunulamamistir [4, 5]. Bunun iizerine arastrmacilar yeni
metabolitlerin eldesi i¢in farkli habitatlarda yasayan organizmalar1 dogal iiriin
kaynaklar1 olarak degerlendirmisler. Giiniimiizde ise denizel ortamlarda yasayan
canlilar en sik arastirilan dogal {iriin kaynaklaridir. Denizel habitatlar barindirdiklar:

canlilara farkli metabolitlerin sentezi igin 6zel yasam kosullar1 sunmaktadir [6-10].

Son yillarda dogal iiriin arastirmalarinda, denizel makroorganizmalarla birlikte
yasayan mikroorganizmalar lizerine en c¢ok arastirma yapilan canlilardir. Denizel
ortamlarda var olan fizikokimyasal etkenler ve makroorganizmalarin biinyesinde
bulunan mikrobiyal yasam formu, denizel mikroorganizmalar1 iyi birer dogal iiriin
iireticisi haline getirmektedir. Ozellikle funguslarin genetik yapilarinin bakterilere
gore daha biiyilk olmasi, funguslar1 en onemli mikrobiyal dogal {iriin kaynagi

yapmaktadir [11, 12].

Denizel dogal firlin arastirmalar1 agisindan Tiirkiye’nin sahip oldugu potansiyelin

yeteri kadar degerlendiremedigi goriilmektedir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalar



incelendiginde; Tiirkiye denizlerinden izole edilen siinger iliskili bakteri, fungus veya
sediment kaynakli bakteriler ile ¢alisilmis oldugu goriilmektedir [13-17]. Ancak
yapilan ¢alisma sayisi diinya geneli ile karsilastirildiginda ¢ok diisiiktiir.

Dogal iiriin arastirmacilar1 laboratuvar ortaminda mikrobiyal suslarin sahip oldugu
biyoaktif metabolit potansiyellerinin tam olarak ifade edilemedigini tespit etmisler ve
bu nedenle farkli yontemler denemislerdir. Uygulama kolayligi acisindan en sik
kullanilan OSMAC (One Strain MAny Compounds — Tek Sus Pek Cok Bilesiktir)
metodudur. Bu metodun en temel prensibi; metabolit iiretim ortamimin bilesenlerini
degistirerek mikrobiyal susun sekonder metabolit liretiminden sorumlu gen bélgelerini
veya metabolik yolaklar1 aktive etmektir [18]. Bir diger yontem ise mikrobiyal susun
dogal ortamini taklit etmeye dayanan ko-kiiltiirdiir. Bu yontemde iki veya daha fazla
organizmayl ayni iretim ortaminda kiiltiire edilerek, dogada mikroorganizmalar

arasinda var olan rekabet ortamimi laboratuvar kosullarinda da saglanmaktadir [19].

Yapilan arastrmada Ege Denizi’nden toplanan siingerlerle iligkili funguslarin
izolasyonu, sentezledikleri biyoaktif metabolitlerin saflastirilmasi, elde edilebilecek
irtinleri OSMAC ve ko-kiiltiir denemeleri ile cesitlendirilmesi, saflastirilan
metabolitlerin yapilarmim aydinlatilmasi ve elde edilen metaboltilerin biyoaktivite

potansiyellerinin belirlenmesi amag¢lanmustir.



2. LITERATUR OZETI
2.1 Denizel Dogal Uriin Arastirmalar

Dogal iirlinler, ila¢ endiistirisi tarafindan gelistirilen pek ¢ok farmasotik iirliniin temel
bilesenidir. Ilag sirketleri tarafindan ilk gelistirilen terapdtik formiilasyonlarda karasal
bitkilerden elde edilen saf bilesikler kullanilmistir [1]. 20. yiizy1lin baginda Sir Alexdar
Fleming’in  Penicillium notatum’dan penisilini izole etmesi ile karasal
mikroorganizmalar ilag¢ endiistirisi tarafindan dogal {iriin kaynagi olarak kullanilmaya
baslanmistir [2]. Fleming’in ¢alismalarini takiben kloramfenikol ve streptomisin gibi
onemli biyoaktif metabolitler karasal mikroorganizmalardan elde edilmistir [3].
Ancak belirli bir periyot sonunda yeni ilag etken maddelerinin karasal
organizmalardan eldesine yonelik c¢alismalar birbirini tekrar etmeye baslamistir.
Bunun yaninda dogal {iriin ¢esitliligini organizmalarin yasadiklar1 dogal ortamlardan
ve karsilastiklarr stres kosullarindan etkiledigi bulunmustur [4]. Bunun {izerine
arastirmacilar yeni dogal iirlinlerin izolasyonu i¢in daha az c¢alisilmis u¢ yasam
kosullarinin  oldugu alanlarinda  yasayan organizmalar1  degerlendirmeye
yonelmislerdir. Ozellikle denizel habitatlarm barindirdigi canlilara sentezledikleri
molekiillerin ¢esitliligini arttirmasini saglayacak énemli fizikokimyasal (pH, sicaklik,
tuzluluk, oksijen kisitlamasi, yagsamsal rekabet vb.) ve biyolojik stres sartlari sunmas,

dogal iiriin aragtirmacilarini bu habitatlara yoneltmistir [6-10].

Giliniimiizde denizel g¢evrelerde yasayan organizmalar yeni kimyasal yapilarin ve
biyoaktif bilesiklerin eldesi i¢in 6nemli bir kaynak haline gelmistir [10, 20]. Denizel
cevrelerden toplanan ¢esitli organizmalardan izole edilen molekiiller; antimikrobiyal,
anti-tiiberkiiloz, antiviral, antiparazitik, antihelmintik, antimalaryal, antiprotozoal,

antikoagulant, antiplatelet, antienflamatuvar, antidiyabetik ve antikanserojen aktivite



gosterebilmektedirler [21]. Yapilan bazi arastirmalarda ise izole edilen molekiillerin
birden fazla biyoaktivite gosterdigi de rapor edilmistir [22]. Ayrica elde edilen
bilesikler bagka ilag arastirmalari i¢in de Onemli Onclil yapilar olarak

degerlendirilmektedir [23].

Denizel dogal {iriin arastirmalarma olan ilginin artmasi ile yillik 200°den fazla yeni
denizel iirlin rapor edilmeye baslanmig ve 2010 yilinin sounuda 15.000’den fazla yeni

molekiiliin rapor edildigi tahmin edilmektedir [24].
2.2 Denizel Siingerlerle Dogal Uriin Arastirmalar

Cok farkli denizel habitatlarda ve derinliklerde yasayabilen siingerler (Porifera),
yeryliziinde bilinen en eski metazonlardir. Yasamlarmi belirli bir substrata tutunup
duragan halde siirdiiriirler ve besinsel ihtiyaglarini bulunduklar1 ortamdaki suyu filtre
ederek saglamaktadirlar. Bir kilogram agirligindaki siinger giin boyu yaklasik 24 m®
suyu filtre edebilmektedir [25]. Arastirmacilar tarafindan 15.000 siinger tiirii
tamimlamis ve Calcarea (5 order, 24 aile), Desmospongiae (15 order, 92 aile) ve
Hexoctirellida (6 order, 20 aile) olmak tizere ii¢ temel sinifa ayrilmistir. Ama var olan
stinger ¢esitliginin bu rakamin ¢ok daha tistiinde oldugu tahmin edilmektedir [26, 27].
Stingerler evrimsel siireglerinde rakiplerinden kagmak yerine kimyasal savunma
sistemleri gelistirmiglerdir [27, 28]. Herhangi bir saldir1 aninda, mikrobiyal
enfeksiyonlarla karsilastiklarinda veya sesil organizmalarin viicutlarina tutunmaya
calistiklarinda ¢esitli sekonder metabolitler salgilayarak kendilerini korumaya ve
yasamlarmi devam ettirmeye caligirlar [29, 30]. Siingerler tarafindan salgilanan bu
dogal iirlinler biyomedikal olarak 6nemli bir potansiyele sahiptirler ve yeni biyoaktif
molekiiller agisindan 6nciil molekiiller olabilmektedirler [31, 32]. Bu durum denizel
makroorganizmalarla yapilan dogal iiriin aragtirmalarinda siingerleri en zengin kaynak

haline getirmektedir. 2008 ile 2012 yillar1 arasinda siingerlerden 1499 yeni molekiil



izole edilmis ve bu zaman araliginda rapor edilen denizel dogal iirlinlerin % 30’nu

olugturmaktadir [33-37].
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Sekil 2.1: Tethya sp. Siingerinden izole edilmis ve FDA (Food and Drug
Admistration) tarafindan onaylanmis ilag etken maddelerinin kimyasal yapilar1

[38].

T=Z

Hemiasterlin (E7974)
Anti-kanser

Sekil 2.2: Hemiasterella minor siingerinden izole edilmis ve Faz-l denemelerine

alinmis hemiasterlin molekiiliiniin kimyasal yapis1 [38].



Stingerlerin  biyokiitlelerinin  yaklasik % 50 — 60’1  mikroorganizmalar
olusturmaktadir [39]. Siingerler ve mikroorganizmalar arasinda simbiyotik bir
etkilesim bulunmaktadir. Siingerler mikroorganizmalara barincak yer saglarken,
mikroorganizmalarda siingerlerin metabolik atiklarin sindirilmesini, iskeletlerinin
sabit kalmasint ve koruyucu metabolitlerin iretimi bakimindan silingerleri
desteklemektedirler [40]. Gelisen kimyasal ve biyolojik tekniklerle yapilan
calismalarda siingerlerden izole edilmis baz1 molekiillerin mikrobiyal kaynakli oldugu
belirlenmistir [5, 22, 23]. Ornegin swinholide A ve theopalauamide (Sekil 2.3) ilk
olarak siingerlerden izole edilmistir. Ancak sonrasinda yapilan caligmalarda
stingerlerin biinyesinde yasayan siyanobakteriler tarafindan sentezlendigi tespit
edilmistir [41]. Stingerler ve mikroorganizmalar arasinda var olan karsilikli iligskinin
belirlenmesinden sonra siingerlerle birlikte yasayan mikroorganizmalara olan ilgi
arttrmistir.  Ayrica gelistirilen metagenomik yoOntemlerle yapilan caligmalarda
stingerlerle birlikte yasayan ve daha kiilire edilememis mikroorganizmalar tespit
edilmistir. Bu durum gelecekte yeni dogal tiriinlerin eldesi i¢in vaad edicidir [42, 43].
Bunun yaninda siingerlerle birlikte yasayan mikroorganizmalarin kiiltiire edilebilme

olanaklarinin elverisli olusu, metabolik yolaklarinin gesitliliginin siingerlere gére daha



genis olmas1 ve kosullara gore metabolit profillerini degistirebilmeleri arastirmacilarin

ilgisini gekmektedir [44].
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Sekil 2.3: Theonella swinhoei siingerinden izole edilen bakteri kokenli bilesikler [41].

2.3 Siinger Iliskili Funguslardan Dogal Uriin Arastirmalan

Molekiiler tekniklerle denizel funguslar iizerine yapilan arastirmalarda, fungal suslarin
termal ekosistemlerden polar ekosistemlere kadar cestili alanlarda yasabildigi ve
yasadig1 dogal ¢evreye gore metabolit profillerinin degisebildigi saptanmustir [45, 46].
Funguslar denizel ortamlarda var olan ekstrem fizikokimyasal zorluklarla miicadele
etmek zorundadirlar. Ayrica denizel makroorganizmalarla birlikte yasayan funguslar
biiyiik bir mikrobiyal rekabet i¢indedir. Belirli bir hacim i¢inde besin, yagama alani ve
neslini devam ettirme miicadelesi sirasinda rakiplerine kars1 avantaj saglamayabilmek
icin biyokimyasal yolaklarin1 degistirerek yeni molekiiller sentezleyebilmektedirler.
Bu da biyik bir mikrobiyal topluluk barmdiran siingerlerden izole edilen
mikroorganizmalar1 en zengin dogal iiriin kaynagi haline getirmektedir. Ozellikle
genetik yapilarmin biiylikliigli nedeniyle siingerlerle birlikte yasayan funguslar en
verimli dogal iiriin kaynaklar1 olarak kabul edilmektedir. Boylece mikroorganizma ve
slingerler arasindaki simbiyotik etkilesimin en 6nemli aktorii olmaktadir [12, 47].

Bunun yaninda karasal bitkilere ve denizel omurgasizlara gore kiiltiire edilebilmeleri



icin Ozel alanlara ihtiyagc duyulmamasi, ucuz kiiltiir ortamlarinda {iretimlerinin
yapilabilmesi, biiyiik 6lgekli tiretim proseslerinin gelistirilmesinin kolay olmasi ve
cesitli cevre sartlarma ihtiyag duymamalar1 siirdiiriilebilir iiretim agisindan
avantajlaridir [48]. Ayrica karmasik kimyasal yapilara sahip molekiillerin sentetik
yollarla endiistriyel lretiminin ekonomik ve uygulanabilir olmayis1 stirdiiriilebilir

uygulamalar agisindan fungal suslarin bir diger avantajidir [49].

Stinger iligkili funguslarla yapilan ¢alismalardan ¢ok farkli kimyasal yapida ve gesitli
biyolojik aktivitelere sahip molekiiller rapor edilmistir. Avusturalya’nin Sidney
kiyilarindan toplanan Callyspongia sp. Cf. C. Flammea siingerinden izole edilen
Stachylidium sp. fungal susundan yeni peptid yapisinda olan endolide A ve B
molekiilleri izole edilmistir. Yapilan biyoaktive caligmalarmm sonunda endolide
A’nin  vasopressin reseptor la’ya affinite gosterek kandaki su dengesinin
regiilasyonunda, endolide B’nin serotonin reseptor SHT2b’ye affinite gosterek
serotonin salgismi regiile edebildigi tespit edilmistir. Gelecekte yapilacak klinik ilag
aragtirmalar1 i¢in onemli birer Onciil bilesik olarak goriilmektedirler [50]. Kuzey
Adriyatik Denizi’nin Rovinj (Hirvatistan) kiyilarindan toplanan Tethya aurantium
stingerinden izole edilen Aspergillus sp. fungal sus ile yapilan dogal {iriin ¢alismalar1
sonucunda, nadir goriilen 1-aminosiklopropan-1-karboksilik halkasina sahip olan
fumiquinazoline K izole edilmistir [51]. Israil’in Sdot-Yam kiyilarindan kiyilarindan
toplanan Psammocinia sp. siingerinden izole edilen Aspergillus insuetus iizerine

yapilan kimyasal analizler sonucunda yeni meroterpenoid yapisinda insuetolide A, B



ve C izole edilmistir. Yapilan biyoaktivite taramalarininda insuetolide bilesiklerinin

Neurospora crassa’ya kars1 antifungal aktivite gosterdikleri tespit edilmistir [52].

Endolide B Fumiquinazoline K

. 5

Insuetolide A Insuetolide B Insuetolide C

Sekil 2.4: Denizel siingerlerden izole edilen fungal suslardan izole edilen farkl

kimyasal yapidaki molekiil 6rnekleri

Tiirkiye denizlerinden izole edilen funguslar ise dogal {iriin arastirmalarinda ¢ok az
degerlendirilmistir [15, 16]. Ayrica ¢alisma alan1 olarak secilen Ege Denizi’nin kirlilik
seviyesinin yiiksek olusu, son yillarda asir1 1sinmasi, uluslararasi gemi ticaretine agik

olmasi1 ve bir i¢ deniz olusundan kaynaklanan farkli stres kosullar1 denizel canlilar



tizerine yeni molekiillerin sentezi i¢in 6nemli stres kosullarini ortaya ¢ikarmaktadir

[53-55].

2.4 OSMAC (One Strain MAny Compounds — Tek Sus Pek¢ok Bilesik) ve Ko-
Kiiltiir

Dogada mikrobiyal suslar ¢esitli stres kosullarinda ve farkli substratlar1 kullanma
durumunda kalmaktadirlar. Ancak laboratuvar kosullarinda dogal ortamlarinda
karsilastiklar1 pek ¢ok etkenden uzakta ve giivende kiiltiire edilmektedirler. Bu durum
mikroorganizmalarin genetik analizlerle de belirlenen gercek sekonder metabolit
iretim potansiyellerinin aciga c¢ikmasmi engellemektedir. Bundan dolay1
arastirmacilar mikroorganizmalarm sekonder metabolit iiretiminden sorumlu gen
bolgelerini veya metabolik yolaklarini laboratuvar kosullarinda aktivite etmek icin
farkli yontemler denemislerdir. Bunlar; OSMAC (One Strain MAny Compounds —
Tek Sus Pekgok Bilesik), epigenetik modifikasyonlar, ko-kiiltiir, ribozom
miihendisligi ve genetik mutasyon denemeleri olarak smiflandirilabilir (Sekil 2.5)[18,

19].

OSMAC (One Strain MAny Compounds — Tek Sus Pekcok Bilesik) denemelerinde
mikrobiyal susun laboratuvar kosullarinda iiretim sartlarmi (sicaklik, pH vb.) veya
besiyeri bilesiminin degistirilmesi ile sekonder metabolit profillerinin degistirilmesi
amacglanmaktadir (Sekil 2.5). Mikroorganizmanin biinyesinde bulunan ve
laboratuvarin giivenli kosullarinda suskun kalan biyokimyasal ve genetik siireclerin

aktivitesi i¢in uygulamasi en kolay yontemdir [18].

Mikroorganizmalar, dogada ¢ok farkl tiirden mikroorganizmalarm oldugu, biiyiik bir
mikrobiyal toplulugun i¢inde yasamaktadirlar. Yasadiklari ¢evrede etraflarmda
bulunan mikroorganizmalar ile kisith kaynaklar i¢in rekabet halindedirler. Bu
rekabette lstlinlik saglamak veya kendilerini korumak i¢in gelistirdikleri c¢esitli
savunma mekanizmalari, arastirmacilarin  hedefledigi biyoaktif molekiillerin

kaynagidir [56]. Laboratuvar kosullarinda ise mikroorganizmalarin dogal ortamlarini
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taklit etmek amaciyla ko-kiiltiir denemeleri yapilmaktadir. Bu yontemde iki veya daha
fazla mikroorganizma ayni besiyeri i¢inde kiiltiire edelirler ve olusturulan rekabet
ortamu ile biyoaktif metabolit sentezinin arttirilmasi veya ¢esitlendirilmesi hedeflenir
(Sekil 2.5) [19].

SAHA
Suberoylanilide hydroxamic acid
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Sekil 2.5: Mikroorganizmalarin sekonder metabolit iiretiminden sorumlu gen

bodlgelerinin ve metabolit yolaklarin uyarilmasi [57]
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3 MATERYAL
3.1 Siinger Ornekleri

Tez kapsaminda fungal suslarin kaynagi olarak segilen stingerler balik¢ilar ile iletisime
gecilerek 10 m derinlikten c¢ekilen trol aglarimdan toplanmustir. Siingerlerin
toplanmasinda sirasinda 620 gbz biiyiikliigiinde modifiye trol agi ve polietilen
diigiimlii 40 mm 210d/27 numara iplik kalinliginda 165 ¢evre goz sayisinda 5 metre
trol torbasi kullanilmustir. Proje kapsaminda Enez-Edirne ve Aliaga-Izmir
bolgelerinden 6 adet siinger 6rnegi toplanip, soguk zincir korunarak (+4°C’de)
laboratuvara getirilmistir. Toplanan siingerler ve lokasyonlar1 Cizelge 3.1°de
belirtilmistir. Proje kapsaminda toplanan siinger orneklerinden bazilar1 Sekil 3.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.1: Proje kapsaminda toplanan siinger 6rneklerinin istasyonlara gore

dagilimu.
Siinger Kodu Siinger ismi Lokasyon Derinlik
1.1 Axinella polypoides Enez-Edirne 10m
1.2. Petrocia ficiformis Enez-Edirne 10m
1.3. Chondrosia reniformis Enez-Edirne 10m
1.4. Aplysina aerophoba Enez-Edirne 10m
1.5. Spongia officinalis Enez-Edirne 10m
5.1 Agelas oroides Aliaga-1zmir 10m
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Sekil 3.1: Proje kapsaminda toplanan siinger 6rneklerinden bazilari; a.) Agelas
oroides, b.) Aplysina aerophoba

3.2 Besiyerleri

Besiyeri 1: Malt ekstrakt agar (MEA)

Asagida ortam icerigi belirtilen malt ekstrakt besiyerinin pH’1 7.2 — 7.4 olacak sekilde

ayarlanmis ve 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize
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edilmistir. Bu besiyeri fungal suslarin izolasyonunda ve fungal kiiltiirlerin kisa stireli

stoklanmasinda kullanilmistir [58].

Malt Ekstrakt Besiveri icerigi

Malt ekstrakt (Merck, Almanya) 15¢
Agar (Merck, Almanya) 159
Yapay deniz tuzu (Sigma-Aldirch, Almanya)3.5 g
Gentamisin (Sigma-Aldrich, Almanya) 029
Distile su 11

pH 7.2-7.4
Besiyeri 2: Potato desktroz agar (PDA)

Asagida ortam igerigi belirtilen ticari patato deskstroz agar (Merck-Almanya)
besiyerinin pH’1 7.2-7.4 olacak sekilde ayarlanmis ve 1.1 atmosfer basing altinda
121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Bu besiyeri izolasyon

calismalarinda kullanilmustir [58].

Potato Dekstroz Agar Besiyeri igerig‘i

Patato Dekstroz Agar (Merck, Almanya) 24 g
Yapay deniz tuzu (Sigma-Aldrich, Almanya) 35¢
Gentamisin (Sigma-Aldrich, Almanya) 029
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Distile su 11

pH 7.2-7.4

Besiyeri 3: Czapek Dox Agar (CDA)

Asagida ortam igerigi belirtilen ticari Czapek dox agar (CDA) (Merck-Almanya)
besiyerinin pH’1 7.2-7.4 olacak sekilde ayarlanmig ve 1.1 atmosfer basing altinda
121°C°’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Bu besiyeri izolasyon

caligmalarinda kullanilmustir [59].

Czapek Dox Agar Besiveri icerigi

Czapek Dox Agar (Merck, Almannya) 50 g

Yapay deniz tuzu (Sigma-Aldrich, Almanya) 3.5 g

Gentamisin (Sigma-Aldrich, Almanya) 0.2¢g

Distile su 1L

pH 7274

Besiyeri 4: Kati Pirin¢ Ortamm

100 g pirincin i¢ine 3.5 g yapay deniz tuzu ve 110 ml distile su eklenip 1.1 atmosfer
basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Bu besiyeri
fungal izolatlardan biyoaktif metabolit {iretimi i¢in yapilan kiiltiivasyon ¢aligmalarinda

kullanilmistir. Ayrica distile su ile hazirlanmig formu fermentasyon i¢in kullanilmistir

[58].
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Besiyer 5: Modifiye Czapek Besiyeri

Asagida ortam icerigi belirtilen modifiye Czapek besiyerinin pH’1 7.2-7.4 olacak
sekilde ayarlanmig ve 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edilmistir. Bu besiyeri kiiltiivasyon ¢aligmalarinda kullanilmistir [60].

Modified Czapek Besiveri icerigi

Glukoz (Merck, Almanya) 10 g/l
Mannitol (Merck, Almanya) 20 g/l
Sakkaroz (Merck, Almanya) 20 g/l

Maya ekstrakt (Merck, Almanya) 3 g/l

Misir surubu (Merck, Almanya) 19/

Pepton (Merck, Almanya) 10 g/l
Triptofan (Merck, Almanya) 0.5 ¢/l
KoHPOs  (Merck, Almanya) 0.5 g/l

MgS0Os4.7H20 (Merck, Almanya) 0.5 g/l
FeS04.7H20 (Merck, Almanya) 0.1 ¢/l
Agar-Agar (Merck, Almanya) 15 g/l
Distille Su 1000 ml
pH 7.2-7.4

Besiyer 6: MexA Besiyeri

Asagida ortam igerigi belirtilen MexA besiyeri 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de
15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Bu besiyeri saflastirilan fungal suglarin

uzun siire stoklanmasinda kullanilmigtir [58].
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MexA Besiveri icerigi

Malt ekstrakt (Merck-Almanya) 209
Maya ekstrakti (Merck-Almanya) 01g
Gliserol (Merck-Almanya) 509
Agar (Merck-Almanya) 209
Ditile su 11

Besiyeri 7: Lysogeny Broth Besiyeri

Asagida ortam igerigi belirtilen Lysogeny Broth besiyerinin pH’1 7.2-7.4 olacak
sekilde ayarlanmig ve 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
sterilize edilmistir. Bu besiyeri ko-kiiltiir denemesinde kullanilan Bacillus sbutilis 162

trpC2 susunun kiiltiire edilmesinde kullanilmustir [61].

Lysogeny Broth Besyeri Icerigi

Tripton (Merck, Almanya) 10¢g

Maya Ekstrakt1 (Merck, Almanya) 5g

NaCl (Merck, Almanya) 5¢
Distile Su 1000 ml
pH 7.2-7.4

Besiyeri 8: Miiller Hinton Broth Besiyeri

Asagida ortam igerigi belirtilen Miiller Hinton besiyerinin pH’1 7.2-7.4 olacak sekilde
ayarlanmig ve 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize
edilmistir. Bu besiyeri biyoaktivite taramasinda kullanilan insan patojenlerinin

kiiltlivasyonunda kullanilmustir.
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Miiller Hinton Broth Besiveri icerigi

Meat infusion (Merck, Almanya)
Kazein hidrolizat (Merck, Almanya)
Coziiniir nisasta (Merck, Almanya)
Distile Su

pH

18

29
1754

11

7.2-7.4



3.3 Bakteriler

Fungal suslardan elde edilen metabolitlerin antimikrobiyal aktivitelerin taranmasinda

asagida belirtilen insan patojenleri kullanilmustir.

e Coklu antibiyotik duyarli (amfisilin, karyomiksin, sefaleksin, sefaloglisin,
sefaloridin sephalomisin, sefalotin, kloramfenikol, eritromisin, gentamisin,

kanamisin, novobiosin, tetrasiklin) Staphylococcus aureus ATCC 25923

e Coklu antibiyotik direngli (metisilin, oksasilin, vankomisin) Staphylococcus
aureus ATCC 700699

e Vankomisin duyarli Enterococcus faecalis ATCC 29212

e Vankomisin direngli Enterococcus faecalis ATCC 51299

e Enterococcus faecium ATCC 35667

e Vankomisin ve teikoplanin direngli Enterococcus faecium (ATCC 700221)

e Coklu antibiyotik direngli (seftazidim, gentamisin, tikarsilin, piperasilin,
aztreonam, sefepim, siprofloksazin, imipenen, meropemem) Acinetobacter
baumannii ATCC BAA 1605

Ko-kiiltiir denemesinde ise Bacillus subtilis 168 trpC2 susu kullanilmistir.

3.4 Cihazlar

- Otoklav (Hirayama-Japonya)
- Inkiibator (Incucell-Almanya)

- Kabin (Thermo Scientific Biological Safety Cabinets Class Il - ABD)
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- Terazi (Sartorius-Almanya)

- Hot plate (Heilpdoph-Almanya)

- Evaporator (Heidolph-Almanya)

- UV Goriintiileyici (Camag-Isvigre)

- 600 MHz igletim frekansli Bruker marka NMR spektroskopi (Ameirka Birlesik
Devletleri)

- HR-MS (Yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektroskopi) (Thermo-Scientific — Amerika
Birlesik Devletelri)

- Diistik Coziiniirliiklii kiilte spektroskopisi: Elektron impact kiilte spektroskopisi (EI-
MS): Finnigan MAT8430 (Thermo-Scientific — Amerika Birlesik Devletleri)

- Geri sogutucu (Heidolph-Almanya)
- Analitik yiiksek basingli sivi kromatografi sistemi (HPLC):
- Pompa: Dionex P580 ALPG (Thermo Scientific, ABD)

- Detektor: Dionexphotodiode Array Detector UVD 340S (Thermo Scientific,
ABD)

- Kolon 1sitici: STH 585 (Thermo Scientific, ABD)
- Otomatik 6rnekleyici: ASI-100T (Thermo Scientific, ABD)
- HPLC programi: Chromeleon (V. 6.3) (Thermo Scientific, ABD)
-HPLC kolonu: Knauer (125 x 4 mm, ID) (Knauer, Almanya)
- Semi-preparative HPLC Sistemi;
- Pompa: Merck Hitachi L-7100 (Hitachi, Japonya)
- Detektor: Merck Hitachi UV detector-7400 (Hitachi, Japonya)
- Knauer (300 x 8 mm, ID) (Knauer, Almanya)

- Optik rotasyon cihazi: Perkin-Elmer-241MC polarimeter (Perkin-Elmer, ABD)
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- Liyofilizator (Crist, Almanya)

3.5 Kullanilan Kimyasallar

- Metanol (Merck-Almanya)

- Etilasetat (Merck-Almanya)

- n-Hekzan (Merck-Almanya)

- Aseton (Merck-Almanya)

- Kloroform (Merck-Almanya)

- Silika jel (Merck-Almanya)

- Sephadex LH20 (GE Healthcare-Isvigre)
- MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide)
- NaCl (Merck-Almanya)

-K2HPO4 (Merck-Almanya)

- MgS04.7H20 (Merck-Almanya)

- FeS04.7H20 (Merck-Almanya)

- Yapay deniz tuzu (Sigma, Almanya)

- NMR c¢oziiciileri
- Acetone-ds (Merck, Almanya)
- Chloroform-ds (Merck, Almanya)
- DMSO-ds (Merck, Almanya)
- Methanol-ds (Merck, Almanya)

- FDAA; N-(2,4-dinitro-5-flurofenil)-L-alanine amide (Marfey’s Reaktifi) (Sigma-
Aldrich, Almanya)
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3.6 Kullanilan Hiicre Hatlan

- Fare lenfomam hiicre hatt1 L5178Y

3.7 Kullanilan PZR Primerleri

- ITSI (Forward, 5“-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3%)

- ITS4 (Reverse, 5 -TCCTCCGCTTATTGATATGC-3%)
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4, YONTEMLER

4.1 Fungus izolasyonu

Fungal suslarin siingerlerden izolasyonu Izmir Katip Celebi Universitesi Su Uriinleri
Fakiiltesi, Balik Hastaliklar1 ve Biyoteknoloji Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.
Fungus izolasyonu i¢in yapilan denemeler 6n hazirlhik ve kiiltiivasyon olarak iki

asamada yapilmistir.

[k asamada siinger iizerinde bulunan debris ve istenmeyen organizmalarin
uzaklastirilmasi hedeflenmistir. Bunun i¢in toplanan siinger 6rnekleri steril deniz suyu
ile 3 defa calkanarak yikanmistir. Boylece 6rnek ylizeyine yapigsmis debris (toprak, tas
vb.) uzaklastirilmistir. Ardindan 6rnekler % 70 etanoliin (v/v) i¢inde 60-120 saniye
bekletilerek  O6rneklerin  dis  yiizeyinden istenmeyen mikroorganizmalardan
armdirilmasit  amaglanmigtir.  Bu  islem siingerin  i¢  dokusunda yasayan
mikroorganizmalarin  zarar gormemesi ic¢in steril pamuklarla kurulanarak
sonlandirilmistir. Bdylece siingerle iliskili olmayan organizmalar ve izolasyon

sirasinda kontaminasyona neden olabilecek etkenler elimine edilmistir.

Ikinci asamada, siinger 6rnekleri steril edilmis bigaklarla 1cm x lcm boyutlarinda
kesilerek izolasyon i¢in hazirlanmis ve 0.2 g/l antibiyotik igeren malt ekstrakt agarl
(15 g/l malt ekstrakt, 20 g/l agar, 1 | dogal deniz suyu, pH 7.4-7.8), potato dextrose
agarli (20 g/l patotato desktrose agar, 1 | dogal deniz suyu, pH 7.4-7.8) ve Czapek dox
agarli (50 g Czapek dox agar, 1 | dogal deniz suyu, pH 7.4 — 7.8) petrilere yerlestirilmis
ve petriler parafilmle sarilarak laboratuvar kosularinda inkiibasyona birakilmistir.
Yaklasik iki haftalik inkiibasyon siiresince funguslarin tiremeleri takip edilerek,

biiylime durumlarina ve morfolojik farkliliklarina gore funguslar temiz malt ekstrakt
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agarll petrilere aktirilarak saflastirilmistir. izolasyon asamasmnda ilk petrilere

bakteriyel iiremeyi baskilamak i¢in 0.2 g/1 gentamisin eklenmistir [58].

4.2  Kiiltiivasyon

Tez kapsaminda saflastirilan fungal suslar boliim 2.1°de belirtilen besiyeri 4 ve 5°de
kiiltiire edilmistir. Bunun i¢in formiilasyonu belirtilen besiyeri hazirlanarak sterilize
edilmis, ardindan malt ekstrakt agarda kiiltiire edilen saf suslardan steril bigakla birkag
parca susu iceren agar, besi yerlerinin i¢ine ilave edilmistir. Ardinda 4 hafta boyunca

laboratuvar kosullarinda hareketsiz bir sekilde kiiltiire edilmistir [58, 60].
4.3  Oziitleme Calismalar

Kiiltiivasyon ¢aligmalarmin ardindan fermantasyonun yapildigi erlenlerdeki
besiyerlerinin iizerine 300 ml etilasetat eklenmis ve bir gece boyunca karistirilmistir.
Bu islem 3 kez tekrarlanmistir. Elde edilen 6ziit ilk olarak saf su ile yikanmis ve
iceriginde olan tuz, nisasta gibi bilesikler ile besiyeri artiklari uzaklastirilmistir.
Temizlenen etilasetat 40°C’de vakum altinda kurutulmustur. Kurutulan 6zt 1:1
oraninda % 90 metanol:n-hekzan karisimi ile ¢oziindiiriiliip sivi:sivi (liquid-liquid
extraction) ayrimi yapilmistir. Bu islem sonrasinda % 90 metanol faz1 40°C’de vakum

altinda kurutulmus ve kromatografik ayirma-saflastirma islemlerine kullanilmistir [58,
60].

4.4 Biyoaktivite Taramalan

Tez kapsaminda saflastirilan molekiillerin antimikrobiyal aktiviteleri Bolim 3. 2’de
belirtilen test organizmalarina ve sitotoksik aktiviteleri Boliim 3.5 belirtilen hiicre
hattina kars1 taranmustir. Insan patojenlerine karsi antimikrobiyal aktivite minimum
inhibitdr konsantrasyonu belirlemek amaciyla seri diliisyon yontemler ile Heinrich
Heine  Universitesi, Farmasotik  Biyoloji ve  Biyoteknoloji  Enstitiisii
gerceklestirilmistir [62]. Sitotoksite taramasi ise fare lenfoma hiicre hattt L5178Y’ye
kars1 Johannes Gutenberg Universitesi Fizyolojik Kimya Enstitiisii’nde klasik MTT
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(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide) yontemi ile
gerceklestirilmistir [63].

4.4.1 Seri diliisyon yontemi

Proje kapsaminda saf molekiillerin minimum inhibitér konsantrasyonunun
belirlenmesi (MiK) i¢in CLSI (The Clinical & Laboratory Standards Institute)
tarafindan belirlenen standart yontem ile yapilmistir [62] ve boliim 3.2°de belirtilen
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus aureus (ATCC 700699),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Enterococcus faecalis (ATCC 51299),
Enterococcus faecium (ATCC 35667), Enterococcus faecium (ATCC 700221) ve
Acinetobacter baumannii (ATCC BAA 1605) organizmalar1 test i¢in kullanilmistir.

[k olarak denemede kullanilacak test organizmalarmin Miiller Hinton Agar (MHA)
besiyerini iceren petrilerde 24 saatlik aktif kiiltiirleri elde edilmistir. Ardindan 0.5
Mcfarland standardina gore hiicre siispansiyonlar1 steril serum fizyolojik (%0.87
NaCl) kullanilarak hazirlanmistir. Test edilecek saf molekiiller 125 - 0.24 pg/ml
derigim araliginda taranmistir. Mikro kuyucuklar iceren 96’lik plakalarda denemeler
gerceklestirilmistir. Ik olarak saf molekiiller 1 mg/ml olacak sekilde stok solusyonlari
dimetil siilfoksit (DMSO) ile hazirlanmistir. Ardindan denemelerin yapilacagi siralarin
ilk ve son kuyucuklar1 bos birakilarak geride kalan kuyucuklara 20 pl Miiller Hinton
Broth (MHB) s1v1 besiyeri konulmustur. Sonrasinda ilk kuyucuga 40 ul stok solusyon
aktarilmis ve buradan 20 pl almip ikinci kuyucuga aktarilmistir. Bu islem son
kuyucuga kadar tekrarlanmistir. Aktarma isleminden sonra kuyucuklara ardisik
sekilde 160 ul MHB eklenmis ve son olarak 0.5 Mcfarland bakteri solusyonundan 20
pl eklenerek kuyucuklarin hacimleri 200 pl’ye tamamlanmistir. Hazirlanan bakteri,
besiyeri ve etken madde karigimlar1 24 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Kuyucuklarda mikrobiyal biiyiimenin gdzlendigi ilk kuyucuk ile bu kuyucuktan
onceki derisim araligi minimum inhibitér derisim aralifi olarak kayit edilmistir.

Ayrica 650 nm’de kuyucuklardaki bulaniklik 6l¢iilmiistiir. Bu deneme her bir patojen
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i¢in ti¢ tekrarl olarak uygulanmistir. Denemde DMSO negatif kontrol, rifamisin ise

pozitif kontrol olarak kullanilmustir.
4.4.2 Sitotoksisite taramasi

Hiicre kiiltiirii ile yapilan taramalarda klasik MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromide) yontemi kullanilmistir [63]. Bu yontemde ilk olarak saf
molekiiller % 96’lik (v/v) etanol ile ¢oziindiiriiliirek derigimleri 10 pug/ml olarak
ayarlanmistir. Eksponansiyel olarak biiyliyen hiicreler hasat edilmis ve 100 ul’de
1x10* hiicre/ml olarak sekilde 96’lik ELISA Plaklarma aktarilmistir. Kuyucuklarda
bulunan hiicrelerin iizerine son derigimi 3-10 pg/ml olacak sekilde seyreltilerek saf
molekiiller konulmustur. Test plaklar1 37°C’de % 5’lik CO2’lik etiivde 72 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 5 mg/ml (fizyolojik tampon soliisyonu; 1.5 mM
KH2POs, 6.5 mM NaHPO4, 137 mM NacCl, 2.7 mM KCI; pH 7.2) derisimdeki MTT
soliisyonundan 20 pl eklenmistir. Hiicreler, 4 saat 37°C’de % 5’lik CO2’lik etiivde
inkiibasyona brrakilmis ve ardindan % 1’°lik formaldehit ve % 1°lik kalsiyum kloriir
ile fikse edilmistir. Hiicreler 95:5 izopropanol:formik asit karigimi kullanilarak
parcalanmistir. En sonunda hiicre i¢erisinde MTT nin doniisiim {iriinii olan formazan
molekiiliiniin 570 nm’de absorbansi Olglilmiistiir. Elde edilen verilerden asagida
belirtilen formiile gore ylizde canlilik degerleri belirlenmistir. Tiim denemeler ii¢

tekrarli gergeklestirilmistir. Negatif kontrol grubu olarak etanolun eklendigi hiicre
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hatlar1 kullanilmistir. Taramada kahalalide F (ECso = 4.3 uM) pozitif kontrol olarak

denemelerde kullanilmistir.

M - Bl
B2-Bl1

% S=

% S; ytizde canlilik

M; Metabolit uygulanan hiicrelerin absorbansi

B1; Bos hiicre kiiltiirii ortaminin absorbansi

B2; Herhangi bir maddenin uygulanmadig: hiicre hatlarmnin absorbansi
45  Fungal identifikasyon

Izole edilen suslardan secilen drneklerinin rDNA’lar1 izole edilmis ve ITS1 (internal
transcribed spacer) bolgesi dizi analizlerine dayali olarak tiir tanimlamasi yapilmistir.
Bu deneme de iki asamada gergeklestirilmistir. Heinrich Heine Universitesi,
Farmasotik Biyoloji ve Biyoteknoloji Enstitiisii’nde fungal DNA’lar izole edilip
polimeraz zincir reaksiyonu (PRZ) ile ¢ogaltilmis, ikinci asamada ise izole edilen
DNA’lardan sekanslama islemleri GATC-Biotech (Koln-Almanya) firmasindan

hizmet alimi karsiliginda yaptirilmistir.

DNA izolasyonunda Zymo Research (ABD) DNA izolasyon kiti kullanilmustir. {1k
olarak MEA besiyerinde kiiltiire edilen fungal suslardan 50-100 mg fungal misel ZR
bashingbead® igeren tiiplere toplanmis ve iizerine kit ile birlikte hazir gelen liziz
tamponundan 750 pl eklenmistir. Hazirlanan karisim 5 dakika boyunca vortekslenerek
hiicrelerin par¢alanmasi saglanmistir. Parcalanmis hiicre karigimi 10.000 g’de 1 dakika
santrifiij edilmis ve iist faz Zymo-spin'™ IVspin Filter’e transfer edilmistir. Transfer
isleminden sonra tekrar 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Burada 6zel olarak
hazirlanan filtrelerde DNA tutulmus, hiicre artiklar1 uzaklastirilmistir. Hiicre
artiklarindan arindirilan DNA’y1 tutan filtre tizerine 1200 pl DNA baglanma tamponu
eklenerek tutulan DNA’lar filtreden siiziilmiistiir. Siiziilen DNA 6rneginden 800 pl
Zymo-Spin IIC Column’a aktarilip, 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Ayn
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islem geride kalan DNA 0Ornegi icin ikinci kez tekrar edilmistir. Ardindan filtrenin
izerine once 200 pl Pre-Wash Buffer eklenerek 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edilmis
ve ayni filtre lizerine 500 pl Fungal/Bacterial DNA Wash Buffer eklenip 10.000 g’de
1 dakika daha santriftij islemi tekrarlanmistir. Son olarak DNA’nm bagl oldugu
Zymo-Spin IIC Column temiz 1.5 mI’lik eppendorfa taginmis ve tizerine 75 ul DNA
Elution Buffer eklenip 10.000 g’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Tiim bu islemlerin

sonunda ultra saf DNA PRZ denemesi i¢in hazir hale gelmistir.

Saflagtirilmis DNA’larin PZR ile ¢ogaltilmalarinda ITS1 (Forward, 5%-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3%) ve ITS4 (Reverse, 5 -
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3*) evrensel primerler kullanilmistir. Polimeraz
zincir reaksiyonlar1 i¢in yine Zymo Research firmasinin belirlemis oldugu protol takip
edilmistir. Buna gore, 25 ul Hot Start Master Mix, 1 ul ITS1 primeri, 1 pl ITS4
primeri, 2 pl kalip DNA ve 21 pul niikleaz icermeyen su karisimi PZR tiipleri i¢inde
hazirlanmistir. Polimeraz reaksiyonu sartlari, 95°C’de 2 dk (6n denatiirasyon), 95
°C’de 1 dk (denatiirasyon), 55°C’de 1 dk (primerlerin baglanma asamasi), 72°C’de 1
dk (yeni sentezlenen DNA zincirlerinin uzamasi) ve 72°C’de 5 dk (son uzama) olacak
sekilde programlanmis ve denatiirasyon, primer baglanmasi, uzama asamalar1 35 kez

tekrarlanarak DNA miktar1 arttirilmistir.

PZR reaksiyonun sonunda elde edilen DNA’larin agaroz jel elektroforez yontemi ile
sekanslama islemi icin yeterli saflikta olup olmadiklar1 kontrol edilmistir. ik olarak 1
g agaroz jel, 100 ml TBE (Tris/Borate/EDTA) Buffer ve 10 pl SYBR Safe DNA Jel
Stain boyasi karistirilmistir. Bu karigim mikrodalga firinda agaroz ¢oziiniinceye kadar
isitilmig ve ardindan agaroz jel elektroforez cihazmna dokiilmiistiir. Katilasmasi
beklenmeden DNA’larn yiiklenecegi kuyucuklarin olusturulmasi icin jel {izerine tarak
yerlestirilmis ve katilagsmaya birakilmistir. Bu sirada ¢ogaltilan DNA’dan 20 pl alinip,
4 nl 6X gel loading dye ile karistirilmistir. Ardindan hazirlanan DNA ve boya karigimi
agaroz jel lizerinde hazirlanan kuyucuklara yiiklenmistir. Agaroz jelin dokiildigii
sistem daha sonra TBE Buffer igerisine yerlestirilmis ve jelin istiinii kaplayacak
sekilde TBE Buffer ile tamamlanmigtir. Son olarak jel sistemi elektrik giic kaynagina

baglanmis ve 75 V’da 45 dakika boyunca DNA’larin yiiriimesi saglanmistir.
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DNA’larin yiiriitiilmesi bittikten sonra jel sistemden alinarak UV 1s1k altinda
DNA’larin safliklar1 kontrol edilmistir. Saf olan DNA’lar yine Zymo Research
firmasmin Gel Recovery Kiti protokoliine gore agaroz jelden izole edilmistir. Elde
edilen saf DNA’lardan 7.5 pl alinip tzerlerine 2.5 pl ITS1 primeri eklenerek

sekanslama islemine gonderilmistir.

4.6  OSMAC (One Strain many Compounds — Tek Sus Pek¢ok Bilesik) ve Ko-

Kiiltiir Denemeleri

Proje kapsaminda Aspergillus carneus susu ile OSMAC ve ko-kiiltiir denemeleri

yapilmustir.

OSMAC denemesi i¢in A. carneus susu yapay deniz sulu kati1 piring ortaminda, saf
sulu kat1 piring ortaminda ve modifiye Czapek besiyerinde kiiltiire edilerek besiyeri
iceriklerinin farklanmasinin se¢ilen susun iiriin profiline olan etkisinin belirlenmesi
amaglanmistir [18, 58, 60]. Bunun i¢in Bolim 3.1°de anlatildigi gibi hazirlanan
besiyerlerine fungal susu i¢eren agarli parcalar1 atilmis ve 4 hafta boyunca kiiltiire

edilmistir. Sonrasinda boliim 4.3’de belirtildigi gibi 6ziitlenmistir.

Ko-kiiltiir denemesinde ise, A. carneus susu Bacillus subtilis 168 trpC2 ile birlikte ayn1
kiiltiir kabinda kiiltiire edilmistir. Bu denemede hiicreler arasindaki etkilesimin
sekonder metabolit liretim profiline ve molekiillerin biyosentezine olan etkilerinin
incelenmesi amaglanmustir [19]. Denemede ilk olarak B. Subtilis lysogeny broth (LB)
stv1 besiyerinde 37°C’de 200 rpm karistrma hizinda eksponansiyel fazin ortasina
kadar kiiltiire edilmistir. Ardindan bakteri hiicreleri LB besiyeri ile seyreltilerek optik
yogunlugu 600 nm’de 0.2 — 0.4 (ODeoo Of 0.2 — 0.4) olacak sekilde hazirlanmistr.
Hazirlanan bakteri siispansiyonundan 20 ml, 100 g piring ile hazirlanmig besiyerlerinin
iizerine eklenerek, 37°C’de dort giin inkiibe edilmistir. Dordiincli giliniin sonunda
bakteri igeren piring ortamlarinin tizerine fungus iceren agarli besiyeri eklenerek 4
hafta kiiltiire edilmistir. Fungusun tek kiiltiirii ve bakterinin tek kiiltiirii kontrol amagh

hazirlanarak ayni siire iginde fermentasyonlar1 yapilmistir. Kiiltiivasyon sonunda tiim
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besiyerleri 300 ml etilasetat ile 6ziitlenmis ve her bir erlenden elde edilen Oziitiin

icerikleri HPLC kromatogramlari ile karsilastirilmistir [61].
4.7 Kromatografi Denemeleri ve Metabolit Izolasyonu

Kromatografi, 6rnegin i¢cindeki molekiil veya molekiillerin mobil faz ile duragan faz
arasindaki farkl etkilesimler sonucu ayrimlanmasinda veya analizinde kullanilan bir
yontemdir. Bu yontemle aymrim Ornegin igerisindeki maddelerin duragan faz ile
hareketli faz arasinda olan affinite farkiyla olur. Maddeler siire¢ igerisinde duragan

fazda kendilerine 6zgii sekilde farkli hizlarda hareket ederler [58].

Denemelerde ince tabaka kromatografi (ITK) denemeleri, aliminyum plaklar iizerine
silika jel yiiklenerek hazirlanmis plakalarda (60 F254 layer thickness 0.2 mm, Merck)
yapilmistir. Ham 6ziitlerin ve ilerleyen ayirma saflagtirma iglemlerin izlenmesinde
ince tabaka kromatografisi kullanilmistir. Hareketli faz olarak 9:1 kloroform:metanol
kullanilmistir. ITK plaklar1 yiiriitme isleminin ardindan 254 nm ve 366 nm dalga

boylarinda UV lamba altinda incelenmistir.

Vakum likit kromatografisi (VLK) denemelerinde, 6zel cam kolona silika jel
doldurulmus ve lizerine ham oziit eklenmistir. Ardindan kolondan 500’er ml n-
hekzan:etilasetat ~ (100:0-0:100),  diklorometan:metanol  (100:0-0:100)  ve
aseton:trifluro asetik asit (100: % 0.1) karisimlar1 vakum altinda gecirilerek
fraksiyonlama islemi yapilmistir. Burada da ham 06ziitiin iginde bulunan molekiiller

mobil faz ve duragan faz arasindaki etkilesimlerle gruplandirilmustir.

Bir diger acik kolon uygulamasinda Sephadex LH 20 dolgu maddesi ile cam kolonlar
hazirlanmistir. Bu denemede kolon dolgu maddesi olarak kullanilan Sephadex LH 20
fraksiyonlarin icerisinde bulunan molekiiller, molekiil agirhigma gore ayirim
saglamaktadir. Kullanilmak istenilen organik ¢dzgen veya ¢dzgen sisteminde ¢dzlinen

molekiiller Sephadex LH 20’nin i¢inden gecerken molekiil agirliklarma gore farkli
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hizlarda hareket etmektedir. Bu da molekiillerin fraksiyonlanmasmi veya

saflagtirilmasini saglamaktadir.

Yapilan ¢aligmalarda, ayirma saflastirma islemlerinin kontrolii ve ilerleyen adimlarin
belirlenmesinde ultra yiiksek basingli sivi kromatografisi (UHPLC-Thermo Scientific-
ABD) sistemi kullanilmigtir. Sistem otomatik olarak kontrol edilmektedir. Hareketli
faz olarak metanol ve nanopure su ile hazirlanmis pH 2 formik asit tamponunundan
olusan karisim zamana bagl artan gradientte kullanilmaktadir. Sistem, otomatik olarak
hazirlanan 6rnekten 20 pl alip RP C18 kolona enjekte etmektedir. Enjeksiyon
sonrasinda 0. dakikada 10:90 metanol:formik asit ile baslayip 35. dakikada 100:0
metanol:formik asit karigimina ulagsmaktadir. Kolondan ayrilan molekiiller Photodiode
Array Detector UVD 340S ile 4 farkli dalga boyunda (235 nm, 254 nm, 280 nm ve

340 nm) analiz edilmektedir.

Kiiciik miktardaki fraksiyonlar1 saflagtirmak icin Semi-Preperatif yiiksek basingli likit
kromatografi cihazi (Semi-Prep HPLC, Hitachi) kullanilmistir. Bu cihazda ayrimi
yapilacak fraksiyonun HPLC kromatogramina gore metanol ve % 0.1 trifluro asetik
asit (v/v) karisimi oranlanarak ayirma saflastirma islemi yapilmistir. Sisteme 3 mg/ml
derisiminde 100 pl elle enjeksiyon yapilmistir. 5 ml/dakika akis hizinda ¢aligilmistir.
Hazir doldurulmus RP C18 kolon kullanilmistir. Sistemde yapilan saflastirma islemi
UV detektor ile izlenmektedir. Bu arastirma kapsaminda yapilan fungal metabolitlerin
ayrrma saflastrma islemleri Heinrich Heine Universitesi, Farmasotik Biyoloji ve

Biyoteknoloji Enstitiisii’nde yapilmistir.

Tez projesi kapsaminda ilk olarak Aliaga’daki (Izmir) yerel balik¢ilarin agindan alian
Agelas oroides siingerinden izole edilen Penicillium chrysogenum metabolit
izolasyonu igin segilmistir. P. chrysogenum susu da ilk olarak yapay deniz tuzu
(Sigma) ile hazirlanmis kati piring ortaminda kiigiik gapta tiretimi yapilmis ve Bolim
4.3°de belirtildigi gibi 6ziitlenmistir. Oziitleme isleminin ardindan 1.5 gr ham ziit elde
edilmigtir. Ham 0ziit asetonunun mobil faz olarak kullanildig1 Sephadex LH 20 agik
kolonunda fraksiyonlanarak 6 alt fraksiyona (P1-6) ayrilmistir. P1 (300 mg) alt
fraksiyonu metanolun haraketli faz olarak kullanildigi Sephadex LH 20 ile
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doldurulmus ag¢ik kolona uygulanmis ve ¢ alt fraksiyona (P1A-C) ayrilmistir. P1B
(70 mg) alt fraksiyonu son olarak Semi-Prep HPLC uygulanarak Conidiogenone B (1,
0.5 mg) ve Conidiogenone C (2, 0.5 mg) bilesikleri izole edilmistir. Yapilan ilk
fraksiyonlamadan elde edilen fraksiyon P3’de (250 mg) metanolun mobil faz olarak
kullanildig1 Sephadex LH 20 kolununda fraksiyonlanarak ii¢ alt fraksiyona (P3A-C)
ayrilmistir. P3B (50 mg) fraksiyonu Semi-Prep HPLC’ye uygulanarak cyclopenol (3,
0.5 mg) ve viridicatin (4, 0.5 mg) izole edilmistir.

Ikinci olarak Aliaga’daki yerel balikgilarm agindan alman Agelas oroides siingerinden
izole edilen A. carneus fungusu yapay deniz tuzu ile hazirlanan kati piring ortaminda,
modifiye Czapek besiyerinde ve saf su ile hazirlanan piring ortaminda B. subtilis ile
ko-kiiltiire edilmis ve bu ortamlarinin 6ziitlerden metabolit izolasyonu yapilmistir.
Tim {iretim ortamlar1 Bolim 4.3’de belirtildigi gibi Oziitlenerek kromatografik
ayirma-saflastirma islemlerine tabi tutulmustur. A. carneus susu ilk olarak yapay deniz
tuzu ile olusturulan kati piring ortamindan metabolit izolasyonu ¢aligilmistir. 1.5 gham
Oziit 6nce vakum likit kromatografi (VLK) yontemiyle n-hekzan:etilasetat (100:0 —
0:100), diklorometan:metanol (100:0 — 0:100) ve aseton:trifluro asetik asit (100:% 0.1)
¢Ozgen sistemleri ile 9 alt fraksiyona (A1-9) ayrilmistir. A3 (18 mg) fraksiyonu Semi-
Prep HPLC ile saflastirilmis ve aniquinazoline E (5, 2.4 mg) elde edilmistir. Ardindan
Al fraksiyonu (145 mg) metanol ile ¢oziindiiriilmiis ve santrifiij edilerek ¢oziinmeden
halde kalan partikiiller ayrilmistir. Céziinmeden kalan kisimin yapis1 sterigmatocystin
(6, 7 mg) olarak aydmlatilmistir. Al alt fraksiyonun metanol ile ¢6ziinen kismi (138
3.5 mg), sterigmatin (8, 1.5 mg), versicolorin C (9, 3.0 mg), averufin (10, 9.0 mg),
arugosin C (11, 3.0 mg) ve norsolorinic asit (12, 3.0 mg) izole edilmistir. A4.2 (320
mg) fraksiyonu aseton ile hazirlanmis Sephadex LH 20 kolonunda fraksiyonlanmaigtir.
Bu kolondan elde edilen A4.2.1 (105 mg) alt fraksiyonu Semi-Prep HPLC ile
saflastirilarak asteltoksin E (13, 1.5 mg) izole edilmistir.

A. Carneus susunun modifiye Czapek besiyerinde biiyiik capta {iretiminin ardindan
elde edilen ham o6ziit (1.5 g) ilk olarak silika jel ile hazirlanmig VLK’da artan
gradientte n-hekzan:etilasetat (100:0 — 0:100), diklorometan:metanol (100:0 — 0:100)
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ve aseton:trifluro asetik asit (100:% 0.1) ¢6zgen sistemleri ile 11 fraksiyona (C1-11)
ayrimstir. C2 (500 mg) alt fraksiyonu aseton ile hazirlanmis Sephadex LH 20 kolonu
ile li¢ alt fraksiyona (C2.1-3) ayril ve averufin (10, 5 mg) kolondan saf olarak
almmustir. C2.2 alt fraksiyonu (17 mg) Semi-Prep HPLC sistemi ile saflagtirilmis ve
diorcinol (15, 3 mg) izole edilmistir. VLK denemesinden elde edilen C3 fraksiyonu
(200 mg) aseton ile hazirlanmig Sephadex LH 20 kolonu ile ii¢ alt fraksiyona (C3.1-3)
ayrilmis ve sterigmatocystin (6, 15 mg) kolondan saf olarak elde edilmistir. Alt
fraksiyon C3.1 (100 mg) Semi-Prep HPLC ile fraksiyonlanmis ve aniquinazoline E (5,
2 mg) saflastirilmistir. C3.2 alt fraksiyonu (60 mg) Semi-Prep HPLC ile saflastirilmis
ve versicolorin C (9, 2 mg) izole edilmistir. Modifiye Czapek besiyerinden elde edilen
VLK fraksiyonlarindan C7 (500 mg) metanol ile hazirlanmis Sephadex LH 20 kolonu
ile yedi alt fraksiyona (C7.1-7) ayrilmstir. Alt fraksiyonlardan C7.1 (50 mg) Semi-
Prep HPLC ile saflastirilmis ve asteltoksin E (12, 1 mg) izole edilmistir. Bir diger alt
fraksiyon C7.2 (200 mg) Semi-Prep HPLC ile saflastirilmis ve terrelumamide C (15,
3 mg) elde edilmistir.

A. carneus susu saf sulu piring ortaminda tek ve B. subtilus bakterisi ile birlikte kiiltiire
edilmistir. Kiiltlivasyon sonunda iirlin profilleri analitik HPLC ile karsilastirilmis ve
ko-kiiltiir ortamindan elde edilen 6ziitten metabolit izolasyonu yapilmistir. 5 gr ham
oziit ilk olarak VLK’da artan gradientteki n-hekzan:etilasetat (100:0 — 0:100),
diklorometan:metanol (100:0 — 0:100) ve aseton:trifluro asetik asit (100:% 0.1) ¢6zgen
sistemleri ile 10 fraksiyona (CC1-10) ayrilmistir. VLK fraksiyonlarin CC1 (480 mg)
Semi-Prep HPLC ile saflastirilmis ve 25-O-metilarugosin (16, 2 mg) izole edilmistir.
CC2 (1.7 g) aseton ile hazirlanmis Sephadex LH 20 kolonu ile 10 alt fraksiyona
(CC2.1-10) ayrilmustir. Alt fraksiyonlardan C2.2 (100 mg) Semi-Prep HPLC ile
saflastirilmig ve aniquinazoline E (5, 1.6 mg), O-demetil sterigmatocystin (7, 2.0 mg)
ve arugosin C (10, 3.4 mg) elde edilmistir. Bir diger alt fraksiyon CC2.4 (140 mg)
Semi-Prep HPLC’ye uygulanmig ve averufin (9, 4.0 mg) ve versicolorin C (8, 3.0 mg)
izole edilmistir. CC2.6 (100 mg) Semi-Prep HPLC ile saflastirilmig ve diorcinol (13,
1.5 mg). CC2.8 (120 mg) fraksiyonu da Semi-Pprep HPLC’ye uygalanmis ve oksi-
sterigmatocystin C (17, 1.5 mg) ve dihidroksi-sterigmatocystin (18, 1.5 mg) izole
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edilmistir. CC4 fraksiyonu (230 mg) aseton ile hazirlanmigs Sephadex LH 20
kolonunda 3 alt fraksiyona (CC4.1-3) ayrilmistir. Alt fraksiyonlardan CC4.3 (30 mg)
Semi-Prep HPLC ile saflagtirilmis ve nidurufin (19, 3 mg) izole edilmistir.

4.8 Yap1 Analizi

Yap1 tayini ic¢in ilk olarak bilesiklerin molekiil agirliklar: likit kromatografi-kiitle
spektroskopisi (LC/MS) cihazi olan Finnigan LCQ-DECA (Thermo Scientific, ABD)
(HPLC/ESI-MS) kullanilmistir. Yiiksek ¢oziiniirliklii kiitle spektroskopisi (HR-MS)
yontemi ile molekiil formiilii belirlenmistir. Bunun i¢in Micromass Qtof 2 mass

spectrometer (Water, ABD) (LC/MS/MS) cihaz1 kullanilmustir.

Molekiillerin kimyasal yapilar1 niikleer magnetik resonans (NMR) analizleri ile
tamamlanmistir. Analizi yapilacak 6rnekler dotoryum iceren ¢oziiciilerle ¢6zdiiriiliip
Bruker Avance III 600 spectrometer NMR cihazinda 300°K’de yapilmistir. Analizler
sonucunda elde edilen spektrumlardan kimyasal kaymalar (8) ppm Ol¢eginden ve

yarilma sabitleri (J) Hz 6lgeginde kayit edilmistir.

Polarize 151k saf bir molekiilden olusan ¢ozeltinin iginden gegerken belirli bir agida
cevrilir. Bu ¢evrim 15181 karsilastigi kiral molekiillerin sayisina baglidir. Bundan
dolay1 6l¢timler belirli bir derismde yapilmakta ve elde edilen ¢evrim agilar1 6zgiil

cevirme [a] olarak tanimlanir. Bu deger asagidaki esitlikle hesaplanir.
—«a
Ll =%/c.1

Burada [a]: 6zgiil ¢evirme,
a: gozlenen gevirme,
c: g/100 ml cinsinden derisim
I: desimetre cinsinden tiipiin uzunlugu (1dm = 10 cm)

Ayrica 6zgiil gevirme kullanilan 1518 dalga boyunada baglidir ve gliniimiizde sodyum
lambasmm D ¢izgisi (589 nm) kullanilir. Projede izole edilen molekiillerin optik

rotasyonu Perkin-Elmer-241MC polarimeter cihazi ile Olgiilmiis ve elde edilen
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Olctimler literatiir bilgileri ile karsilastirilarak molekiillerin ti¢ boyutlu yapilari tespit

belirlenmistir.
4.8.1 Marfey’s reaksiyonu

Izole edilip yapilar1 aydinlatilan bilesiklerdeki amino asitlerin absolute
konfiglirasyonlarmi belirlemek amaciyla yapilmaktadir. Yontemde ilk olarak asidik
kosullarda peptid baglar1 yikilarak amino asit i¢erigi ortaya ¢ikarilir. Sonrasinda amino
asit(ler) derivatize edilir ve HPLC’de standart amino asitlerle alikonma zamanlar1

karsilastirilarak absolute konfigiirasyon belirlenir.

Denemede ilk olarak 0.5 mg bilesik 1 ml 6 N HCI i¢inde ¢oziindiiriildi ve 110°C’°de
24 saat inkiibe edildi. Ardindan karisim sogutulup liyofilizatorde kurutuldu. Kuruyan
ornege 100 ul of FDAA (1% N-a-(2,4-dinitro-5-fluorophenyl)-L-alaninamide
asetonda) ve 20 ul 1 M NaHCOs3 eklenip, 40°C’de 1 saat inkiibe edildi. Son olarak
reaksiyonu durdurmak i¢in 10 pl of 2 M HCI eklendi ve bir gece liyofilizatérde
kurutuldu. Kurutmadan sonra kalan 6rnek HPLC gradient metanolde ¢6ziindiiriiliip
HPLC’de alikonma zamani, benzer islemlerden gegirilen D- ve L- amino asit
tirevlerinin alikonma zamanlar1 ile karsilastirilarak amino asitin absolute

konfigiirasyonu belirlendi [64].
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A. carneus yapay deniz sulu pirin¢ ortami dziitii
(90 % MeOH fazi)
(1.5¢gr)

|

Silika VLK n-hekzan-EtOA¢c DCM-MeOH

| |

FrAl FrA2 Fra3

1:1 8:2 100 %
n-hex:EtOAc EtOAc:n-hex DCM
145.4 mg 92.8 mg 183 mg

l l

l—l Semi-Prep
6 FRAL1 dis. 5
7 mg 138 mg 2.4 mg
sterigmatocystin i Aniquinazoline E
Semi-Prep

FrA4.1

DCM:MeOH
85 mg

T 1 T

8 9 10 11
3.5 mg . 3.0 mg 9.0 mg 3.0 mg 1.5 mg
O-(!emetll Versicolorin C Averufin  Arugosin C  Sterigmatin
Sterigmatoc
ystin

l

12
3mg
Norsolorinic
Asit

| |

FrA4.2 FrAs
8:2 6:4
DCM:MeOH DCM:MeOH
324.3 mg 60 mg

Aseton sephadex

!

FrA6

DCM:MeOH
41 mg

FrA7
8:2
MeOH:DCM
62 mg

FrA8 FrA9
100 % 100 %
MeOH Ace.

25 mg 15 mg

A4.2.1 A4.2.2 A4.23
105 mg 66 mg 67 mg
Semi-Prep
13
1.5 mg

Asteltoxin E

A4.2.4
28 mg

b

A4.2.5 A4.2.6
21 mg 10 mg

Sekil 4.1: A. Carneus fungal susunun yapay deniz sulu piring ortamindan metabolit izolasyon semasi
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A. carneus Modifiye Czapek Besiyeri Oziitii
(90 % MeOH fazi)

(1.5¢gr)
Silica VLC n-hexane-EtOAc; DCM-MeOH
ci éi c3 C4 cs c6 c7 cs ) clo ci
n-hex he -iztOAc 6:4 8:2 8:2 9:1 8:2 7:3 1:1 100 % 100 %
10mg "7O00 EtOAc:n-hex EtOAc:n-hex 100 % DCM:MeOH DCM:MeOH DCM:MeOH MeOH:DCM  MeOH  Ace/TFA
g 200 mg 50 mg DCM 50 mg 500 mg 60g 20 mg 60 mg 100 mg
l 40 mg
Acetone Sep.
Acetone Sep.
Acetone Sep.
21 C22  C4 | ] | P
350 mg 17.11 mg 22mg c3.1 C3.2 6 i l l l l
. 100mg 60 mg 15 C7.1 c13 Cc714  C15 c16 €17
Semi-Prep Semi-Prep Semi-Prép  Semi-Prep mg 50 mg 4((:)7mz 181 mg 9mg 204 mg 145mg 98mg
l STR &
14 9 5 8
3 mg 3mg 2 mg 2 mg
Diorcinol Averuin Aniquinazoline E Versicolorin C Semi-Prep Semi-Prep
12 15
1 mg 3mg
A New

Asteltoxin E
Terrelumamide Der.

Sekil 4.2: A. Carneus fungal susunun modifiye Czapek ortamindan metabolit izolasyon semasi
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A. carneus ko-kiiltiir oziitii
(90 % MeOH fazi)
5.0 gr

Silika VLC n-hexane-EtOAc; DCM-MeOH

l |

l | l

l

CccC1 cC2 CC3 CcCc4 CC5 CCé6
1:1 8:2 8:2 100 % 8:2 1:1
n-hex:EtOAc n-hex:EtOAc EtOAc:n-hex DCM DCM:MeOH DCM:MeOH
480lmg 17¢g 180 mg 230 mg 13 mg 28¢g
Acetone Sep. l
Acetone Sep. MeOH Sep.
1o T ] l o
225?3;- CC4-1 CC4-2  CC4-3 ccen CC6/2 CC6i3 CC6/4  CC6/5 CC6/6
; N 160 mg 30 mg 30mg 600 mg 150 mg 200 m 480 mg 150 mg 90 mg
til. H
metilarugosin Semi-Prep Acetone Sep. lwlqmil
19 CC62A CC6/2B CC6/3A CC6/3B CC6/3D
33 mg 100 mg 17.4mg 120 mg 30mg 30mg
Nidurufin
Acetone Sep.
ccat cc2 ce23 cC2/4 cc2/5 CcC26  cC2/7 cec2/
300 mg 100 mg 115 mg 144 mg 20mg 100mg 156mg  120me
Semi-prep Semi-prep Semi-prep
13
1.5 mg 17 18
Diorcinol 1.5 mg 1.5 mg
Oksi- dihidroksi-
5 7 10 sterigmatocystin C sterigmatocystin
3mg 3mg 3m
Aniquinazoline E 0-d ;
N . Arugosin C
sterigmatocystin

l

cc7
8:2
MeOH:DCM
450 mg

l

MeOH Sep.

CC772
190mg

ccin
145 mg

Sekil 4.3: A. Carneus fungal susunun ko-kiiltiir ortamindan metabolit izolasyon semasi
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5 BULGULAR
5.1 Fungus izolasyonu

Yapilan tez calismas1 kapsaminda fungus izolasyonu ¢alismalar1 sonucunda 2 farkh
istasyondan toplanan 5 siinger (Cizelge 5.1) 6rneginden toplamda 20 adet fungal sus
saflagtirilmistir. Tez projesi kapsaminda siingerlerden izole edilerek saflastirilan

fungal suslar Cizelge 5.1°de belirtilmistir.

Cizelge 5.1: Toplanan siingerlerden izole edilen fungal suslarimn listesi.

istasyon Kodu istasyon Adi Siinger Kodu Stok izolat Kodu

la.l.

l.a.2.

l.a.2.b
la

l.a.5.

1.a.6.

1.a.9.

1.b. 1.b.1.

l.c.l.

ENEZ l.c.la

EDIiRNE 1.c.3.

l.c.4.

1l.c. l.cda

1.c.5.

l.c.5a

1.c.8.

1.c.9.

1.d.1.
1.d.

1.d.2.

ALIAGA

iZMiR 2.4 2.al

2.a.2
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5.2 Fungal Suslarin Tanilanmasi

Tez projesi kapsaminda izole edilen fungal suslardan {iriin profillerine gore
degerlendirilerek biyoaktif metabolit izolasyonu ic¢in segilen fungal suslar bolim
4.5’de anlatildig1 gibi DNA izolasyonu yapilmistir. Ardindan elde edilen DNA’lar
sekanslama iglemi yaptirilarak tiirleri tayin edilmistir. Tanilama sonuglar1 ve DNA
sekanslar1 asagida verilmistir.

2.a.1: Penicillium chrysogenum

TGAGGCTCTGGGTCACCTCCCACCCGTGTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGG
CGGGCCCGCCTTAACTGGCCGCCGGGGGGCTTACGCCLCLCCGGGLLLGLG
CCCGCCGAAGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGTAGTCTGAGTGAA
AATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATC
GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAG
TGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGG
GCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTG
GGCCCCGTCCTCCGATCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLCGGCA
CCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGCAGGCC
CGGCCGGCGCTTGCCCATCAACCCAACTTTTCTATCCGGGTTGATCTCGC
ATCAGGTTCGGATCCCCGCTGAACTTCTCCATATCTAGCAGAGGATAAAT
ACCGAGTGAGGG

2.a.2: Aspergillus carneus

CCTCCGGGCGCCCACCTCCCACCCGTGACTACCTAACACTGTTGCTTCGG
CGGGGAGCCCTCTCGGGGGCGAGCCGCCGGGGACTACTGAACTTCATGC
CTGAGAGTGATGCAGTCTGAGTCTGAATATAAAATCAGTCAAAACTTTCA
ACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAACTGCG
ATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGC
ACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTG
CTGCCCATCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCCCCGGGGGA
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CGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGTGTCCGGTCCTCGAGCGTATGG
GCTTTGTCACCCGCTCGATTTAGGGCCGGCCGGGCGCCAGCCGACGTCCA
ACCATTTTTCTTCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAG

P. chrysogenum
Kngdom: Fungi
Division: Ascomycota
Class: Eurotiomycetes

Order: Eurotiales

Family: Trichocomaceae

Genus: Peniciliium

Aliaga-izmir
Derinlik: 10 m

” Penicillium chrysogenum

Species £, chrysogenum

Agelas oroides

-_—N g

A. carneus
Kngdom: Fungi
Division: Ascomycota
Class: Eurotiomycetes
Order: Eurotiales

Family: Aspergillaceae

Genus: Aspergullus

Derinlik: 10 m

Species A. carneus
P Agelas oroides Aspergillus carneus

Sekil 5.2: A. carneus susunun izole edildigi cografik bolge.
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5.3  Metabolit izolasyonu Calismalari

Yapilan fungus izolasyonu ¢aligmalarinin ardindan saf fungal kiiltiirler yapay deniz
tuzu ile hazirlanan piring ortamlarinda kiiltiire edilmis ve etilasetat 6ziitlerinin iiriin
profilleri incelenmistir. Yapilan analizler sonucunda iki fungal sus P. chrysogenum ve

A. carneus metabolit izolasyonu i¢in aday organizmalar olarak belirlenmistir.

5.3.1 P. chrysogenum’dan metabolit izolasyonu ¢alismalari

Ik olarak Aliaga istasyonundan toplanan Agelas oroides siingerinden izole edilen P.
chrysogenum, metabolit izalasyonu igin secilen ilk fungal sustur. Yapilan
kromatografik islemler sonucunda dort tane bilinen molekiil izole edilmistir;

Conidiogenone B (1), Conidiogenone C (2), Cyclopenol (3) ve Viridicatin (4).

42



5.3.1.1 Conidiogenone B (1, bilinen bilesik)

Conidiogenone B

5- 55,617

Ornek Kodu P1B2-3.4
Biyolojik Kaynak Penicillium chrysogenum
Ornek Miktari 0.5 mg
Fiziksel Ozellikleri Beyaz amort kat1
Molekiiler Formiil C20H300
Molekiiler Agirlik 286 g/mol
Optik Rotasyon [a]o® = - 6.2 (¢ 0.55, MeOH)
Alikonma Zamani (HPLC) 34.3 dak. (Standart gradient)
¥ TS ES] Fall e [103,00-1000 00

miz

700 Peak#3 100% at 34.39 min

Library Hit: Cerebroside 971.83

232.1

330.0

T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550 595

(-) ESI-MS: iyonize olmamistir
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5.3.1.2. Conidiogenone C (2, bilinen bilesik)

Conidiogenone C

Ornek Kodu P1B2-2.3
Biyolojik Kaynak Penicillium chrysogenum
Ornek Miktari 0.5 mg
Fiziksel Ozellikleri Beyaz amorf kati
Molekiiler Formiil C20H3002
Molekiiler Agirlik 302 g/mol
Optik Rotasyon [0]p?° = - 11.8 (c 0.04, MeOH)
Alikonma Zamani (HPLC) 34.3 dak. (Standart gradient)
F* <& £31 Full ms (100 00-1000.00]

250

70,0 Peak#3 100% at 34.39 min

w
232.1

330.0

Library Hit: Cerebroside 971.83]

T T T T T
200 250 300 350 400 450

T
500

T
550 595

(-) ESI-MS: iyonize olmamistir

44




Beyaz kat1 amorf halde izole edilen bilesik 1, Amax (MeOH) 232.1 nm’de maksimum
UV absorbansi tespit edilmistir. Molekiilin ESI-MS (LC/MS) spekturumu m/z
287.12°de [M+H] * (+ mod) ve m/z 285.12°de [M-H] " (- mod) molekiiler iyon pikleri
vermistir. Buradan bilesigin molekiil agirligit 286 g/mol olarak tespit edilmistir.
Ardidan *H spekturumu Du ve ark. (2009) [65] ile karsilastirilarak bilesigin yapisi
conidiogenone B olarak tayin edilmistir. Beyaz amorf halde izole edilen bilesik 2, Amax
(MeOH) 232.1 nm’de maksimum UV absorbansi gdstermistir. Bilesigin ESI-MS
(LC/MS) spekturumu m/z 303.1°de [M+H] * (+ mod) molekiiler iyon piki vermistir.
Ancak negative modda molekiiler iyon piki vermemistir. Yapilan 'H spekturumu
analizinde bilesik 1 ile yapisal olarak benzerlik gdsterdigi goriilmiistiir. Ancak molekiil
agirhigi bilesik 1’e gore bir oksijen atomu kadar fazla oldugu belirlenmistir. Buna gore
Du vd. (2009) [65] elde edttigi verilerle karsilastirmasiyla molekiiliin yapisi
conidiogenone C olarak tayin edilmistir. Ayrica yapilan optik rotasyon olgiimiinde
literatiir ile benzer sonu¢ elde edilmistir. Literatiir ile karsilastirilmalit NMR datalar:

Cizelge 5.2°de verilmistir.
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izelge 5.2: Bilesik 1 ve 2’nin elde edilen 'H datalarinin literatiir ile
Cizelg $

karsilastirilmast

Conidiogenone B (lit) Conidiogenone B Conidiogenone B (lit)  Conidiogenone B

No. d ppm, J, Mhz d ppm, J, Mhz d ppm, J, Mhz d ppm, J, Mhz
1
2 5.97,dd, 9.9, 1.1 5.97,dd, 10.0,1.3 5.97,dd, 9.9,1.1 5.98, dd, 10.1, 1.2
3 6.93, dd, 9.9, 6.1 6.94, dd, 10.0,6.0  6.93,dd, 9.9,6.1 6.94, dd, 10.1, 5.8
4 2.66-2.70, m 2.69-2.65, m 2.70-2.75, m
6 2.25,dd, 9.4,5.0 2.25,dd, 9.6,5.4 2.32,dd, 8.2,4.9 2.32,td, 10.7, 3.7
7a 1.58-1.61, m 1.52-1.49, m 1.70-1.73, m
7b 1.16-1.19, m 1.20-1.23, m
2.13,ddd, 11.5, 5.5,

8a 2.10, dd, 12.7, 6.0 2.09, m 1.7 2.13, m
8b 1.66-1.68, m 1.66-1.69, m 1.66-1.69, m 1.62-1.65, m
9
10a 1.98,d,14.2 1.98,d,14.5 2.01,d, 14.8 2.01,d,14.7
10b 1.64,d,14.2 1.64, m 1.64,d,14.8 1.68, d, 14.7
11
12a 1.65-1.68, m 1.66-1.69, m 1.65-1.68, m
12b 1.60-1.63, m 1.59-1.61, m 1.60-1.63, m
13a 1.56-1.58, m 1.56-1.59, m 1.52-1.55; m
13b 1.48-1.51, m 1.49-1.52, m 1.43-1.47, m
14
15 1.39,d,5.0 1.34,d,5.5 1.58,d,4.9 1.58,d,5.2
16 1.20,d,7.2 1.20,d,7.2 1.22,d,7.1 1.22,d,7.3
17 1.18,s 1.18,s 1.19,s 1.19,s

18 1.28,s 1.28,s 121, s 1.20, s
19a 0.96, s 0.96, s 0.99, s 0.99, s
19b
20a 1.06, s 1.05, s 3.41,4d,11.0 3.41,d,10.1
20b 3,38, d, 11.0 3.39,d, 10.1

150 MHz’de CDCl; i¢inde dlgiimler yapilmustir.
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5.3.1.3. Cyclopenol (3, bilinen bilesik)

Fiziksel Ozellikleri
Molekiiler Formiil

Molekiiler Agirlik

Optik Rotasyon

Cyclopenol
Ornek Kodu P3B-3
Biyolojik Kaynak Penicillium chrysogenum
Ornek Miktari 0.5mg

Beyaz amort kat1

C17H14N204

310 g/mol

[a]o® = + 237.4 (¢ 0.13, MeOH)

1.000+

Alikonma Zamani (HPLC) 17.7 dak. (Standart gradient)
8
2,000 F0160405 #7 P3B-3 UV_VIS_1
. mAU WVL:235 nm| Ferhat135 #6838 RT: 12.47 AW: 1 NL: 1.08E8
] F: + ¢ ESI| Full ms [100.00-1000.00]
E» 10 311.1 64
N 8

N & O

Relative Abundance

800
m/z

200 400

00 Peak#2 100% at 17.70 min

Library Hit: Cyclopenol 998.64

| a1

2836

m
T
550 595

T T
200 250 300 350 400 450 500

Ferhat135 #6840 RT: 19.52 AV: 1 NL: 9.34E6
F: -c ESI Full ms [100.00-1000.00]
309.1

10
@

3

£ 8

3

S 6

2

2

s 4

£ 620.1
&£ 2

&£ 345.0 s501.4 615.9|650.6
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Beyaz amorf kat1 halde izole edilen bilesik 3 ve Amax (MeOH) 213.1 ve 283.6 nm’de
maksimum UV absorbans gostermistir. ESI-MS analizinde m/z 311.1°de [M+H]" (+
mod) ve m/z 309.1°de [M-H] (- mod) molekiiler iyon piki vermistir. Buradan
hareketle bilesigin molekiiler agirhigi 310 g/mol olarak bulunmustur. Proton
spektrumu ve LC/MS sonuglar1 Li vd. (2014) [66] ile karsilastirildiginda, bilesigin
kimyasal yapist bilenen diterpen tiirevi olan cyclopenol olarak tayin edilmistir.

Bilesigin literatiir ile karsilagtirmalt NMR datalar1 Cizelge 5.3’de verilmistir.

Cizelge 5.3: Bilesik 3’iin elde edilen *H datalarinin literatiir ile karsilastiriimasi

Cyclopenol (lit)" Cyclopenol™

No. d ppm, J, Mhz d ppm, J, Mhz
1

2

3

4

)

6 7.15 m 7.07,m

7 7.16, m 7.19,1d, 7.6, 1.1
8 7.56, m 7.51, ddd, 8.0, 7.3, 1.6
9 7.17, m 7.33,dd, 7.8, 1.6
10 4.08, s 3.94, s

11

12

13

14 6.15,t,1.8 6.12,t, 2.1
15

16 6.70,dd, 7.7, 1.8 6.74, dd, 8.1, 2.6
17 7.01,dd, 7.7,7.7 7.00, m

18 6.11,d,7.7 6.12, m

19 3.16, s 3.23,s

*100 MHz’de MeOD i¢inde dl¢iilmiisiitiir. ™ 150 MHz’de CDCl3 icinde
Ol¢iilmiistiir.
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5.3.1.4. Viridicatin (4, bilinen bilesik)

Viridicatin
Ornek Kodu P3B-4
Biyolojik Kaynak Penicillium chrysogenum
Ornek Miktari 0.5mg
Fiziksel Ozellikleri Beyaz amort kat1
Molekiiler Formiil C15H11NO2
Molekiiler Agirlik 237 g/mol
Alikonma zamani1 (HPLC) 17.7 dak. (Standart gradient)

3000160405 #8 P3B4 W VIS 1
™ R WL235 Ferhat136 #811 RT: 24.85 AV: 1 NL: 9.00E7
F: +c ESI Full ms [100.00-1000.00]
238.2
10
@
8
S 8
<
S 6
=
<<
o 4
=
B
S 2
&
00 PEAL 100K 2649 min Ferhat136 #809 RT: 2479 AV: 1 NL: 1.17E6
by i Vidicat 856,49 F: -c ESI Full ms [100.00-1000.00]
526.5
] b 10
249 8
< 8
2
5 6
3179
1 2 . 236.4
2 5275
100 T T T T T T " § 2 208.4 249.1 336.2 5225 817.0
20 250 30 350 40 450 500 550 505 i ‘ L e e
T T T T T T 1 T
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Beyaz amorf kati halde izole edilen bilesik 4 (Viridicatin) Amax (MeOH) 203.9, 220.6
ve 317.9 nm’de maksimum UV absorbansi gostermistir. ESI-MS analizinde m/z
238.2°de [M+H]" (+ mod) ve 236.4’de [M-H] (- mod) molekiiler iyon piki vermistir.
Buradan bilesigin molekiiler agirligmin 237 g/mol oldugu belirlenmistir. Yapilan *H
NMR spektrumu analizinin Kobayashi ve Harayama (2009) [67] ile karsilastirildigin

bilesign yapis1 bilenen diterpen tiirevi olan viridicatin oldugu tayin edilmistir.

0]

Conidiogenone C

N (0]
(0]
H NI
H
3 4
Cyclopenol Viridicatin

Sekil 5.3. P. chrysogenum’un piring ortamindan izole edilen bilesiklerin kimyasal

yapilari.

5.3.2 A. carneus yapay deniz tuzu ile hazirlanan pirin¢ ortamindan metabolit

izolasyonu calismalari

A. carneus ile yapilan ¢aligmalarda ilk olarak yapay deniz tuzu ile hazirlanmis piring

ortamindan metabolit izolasyonu yapilmis ve aniquinazoline E (5), sterigmatocystin,
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(6), O-demetil sterigmatocystin (7), sterigmatin (8), versicolorin C (9), averufin (10),
arugosin C (11), norsolorinic asit (12) ve asteltoksin E (13) elde edilmistir.
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5.3.2.1. Aniquinazoline E (5, yeni bilesik)

Aniquinazoline E
Ornek Kodu A3-1

Biyolojik Kaynak
Ornek Miktari
Fiziksel Ozellikleri

Aspergillus carneus
2.4 mg

Sar1 kahve rengi kat1
Molekiiler Formiil CasHoaN4Os

Molekiiler Agirlik 444 g/mol
Optik Rotasyon [a]o® = : -55 (¢ 0.37, MeOH)
Alikonma Zamani 32.8 dak. (Standart gradient)

20

1800 FO160811 #2 AH Uv vs 1
AU WLZ35 m
~
2 Ferhat148 #1400 RT: 46.20 AV: 1 NL: 2.49E8
o F: +c¢ ESI Full ms [100.00-1000.00]
' 445.4
10004 © 10
3
[}
b . 58
L E S 6
| = @ 2
! o 4
L | £ 147.3
N r—— Z 2 446.3
20 ‘ | : : ! & I1851 2851 3|, 4703 686.0 7652 9109
00 100 200 300 400 50,0 600 T T T T
200 600 800 1000
m/z

Ferhat148 #1402 RT: 46.25 AV: 1 NL: 548E6
o_Peak#3 100% at 32.84 min F: -c ESI Full ms [100.00-1000.00]

o Tibrary Hit: Aniquinazoline D 997 5 489.1
206. 522 N 8
T 5,
5 8 442.9
e
3 %9 us2
<<
s 4
2
302.4 E 21
7 2 146.1 2733 425‘1 4901 5887 goz2.4 557 3 980. 5
100 . . . . . T —— L S B R s e
200 250 300 350 400 450 500 550 595 400 600 800 1000
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Sar1 kahverengi kat1 formda izole edilen bilesik 5, Amax (MeOH) 206.5, 225.3 ve 302.4
nm’de maksimum UV absorbans gostermistir. ESI-MS analizinde m/z 445.4’de
[M+H]" (+ mod) ve 442.9°da [M-H]" (- mod) molekiiler iyon pikleri vermistir. Yapilan
yiiksek ¢Oztiniirliiklii kiitle spektroskopi analizinde (HRESI-MS) m/z 445.18’de
[M+H] * (+ mod) giighi molekiiler iyon piki vermis ve molekiil formiilii C25sH24N4O4
olarak tayin edilmistir. NMR datalar1 analiz edildiginde bilesigin kimyasal yapisinin
(-)-chaetominine ve analoglarinin kimyasal olarak sentezinde kullanilan ara bir bilesik
olan (2R,4R,5as,9cr)-4,5,5a,9c-Tetrahydro-5a-hydroxy-2-isobutyl-4-(4-oxo-3(4H)-
quinazolinyl)-3H-2a,9b-di-azacyclopenta[jk]fluorene-1,3(2H)-dione  ile  benzer
oldugu belirlenmistir [68]. Ancak bu bilesik daha once dogal bir kaynaktan izole
edilmemis ve tiim NMR datalar1 raporlanmamistir. Ayrica bilesign NMR datalar1
denizel Aspergillus nidulans’dan saflastirilan aniquinazoline D ile benzer karbon
iskeletine sahip oldugu goriilmiistiir [69]. Aniquinazoline D’nin C-11 pozisyonunda
(8¢ 62.3) izopropil grubu bagliyken, bilesik 5’de C-11(3c 62.3) pozisyonuna izobutil
grubu baglanmistir. Butil grubunun molekiildeki pozisyonu HMBC (Heteronuclear
multiple quantum correlation) spektrumunda H ve C atomlar1 arasindaki uzun mesafeli
etkilesimlerin analizi ile belirlenmistir (Sekil 5.4). Ayrica molekiiliin i¢erdigi 16sin
amino asitinin konfigiirasyonunun L- formunda oldugu Marfey’s reaksiyonu ile
belirlenmistir (Sekil 5.5). Aniquinazoline D ve bilesik 5’in NMR datalar1 ve optik
rotasyonlar1 karsilastirildiginda [[a]o?® = : - 55 (¢ 0.37, MeOH)] degerlerin birbiri ile
benzer olduklar1 belirlenmistir. Bu da bilesik 5’in aniquinazoline D gibi 1S, 3S, 11R
14R absolute konfigiirasyonuna sahip oldugunu kanitlanmistir. Denemelerden elde

edilen verilere gore bilesik 5 aniquinazoline E olarak adlandirilmistir.

53



m— COSY 7~ \ HMBC

Sekil 5.4: Aniquinazoline E’nin (5) COSY ve anahtar HMBC korelasyonlari

A -FO170412 84

LLeu Martey w_vis_4
2 -FDO170412 45 D-Leu Marey W VIS4
3-FO170412 23 A3-1 Marfay Uv_VIS_4 0O,
AU 123547 WL:340 nm|
300
200
00k | J
I
- - b _
40 T T T T T o
0o 50 100 15.0 200 250 300 350 400 450 500 5.0 600

L-losin

Sekil 5.5: Aniquinazoline E’nin (5) Marfey’s reaksiyon sonugu
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Cizelge 5.4: Aniquinazoline E’nin (5) 'H ve 3C NMR datalar1 (CDCls)

Position dc dn Mult., Jin Hz HMBC (H-C)
1
2 84.3 6.01 s C-3,C-4, C-9, C-13, C-15
3 752

3-OH 6.34 br, s
4 135.1
5 123.5 7.42,dd, 7.4, 1.1 C-3,C-7,C-9
6 126.5 7.26,1d, 7.6, 1.1 C-4,C-5,C-8
7 131.6 7.46,1d, 7.7, 1.2 C-5, C-8, C-9
8 116.1 7.61,m C-4,C-8
9 139.1
10 173.3
11 62.3 4.86, dd, 4.90, 10.5 C-2, C-10, C-15, C-27, C-28
12
13 36.5 ‘E 3?"15;1"1(‘3&5'52115'5?2 C-2, C-3, C-14, C-15
14 56.7 5.11,1,5.1 C-3, C-13, C-15, C-17, C-25
15 163.2
16
17 161.0
18 121.9
19 126.1 8.35, dd, 8.0, 1.5 C-17, C-21, C-23
20 127.8 7.60,m C-18, C-19, C-21
21 135.6 7.87, ddd, 8.6, 7.2, 1.5 C-19, C-23
22 126.4 7.78,d, 8.1 C-18, C-20
23 145.6
24
25 145.8 8.38, br s C-14, C-17, C-23
26
274,1.83, m C-10, C-11, C-29, C-30

21 37.6 27p, 2.05, m
28 26.18 1.86,m C-11, C-27, C-30
29 226 1.10,d, 6.5 C-27, C-28, C-30
30 21.9 1.13,d,6.5 C-27, C-28, C-29

13C datalar1 HSQC ve HMBC spektrumlarimdan cikarilmistir. Olgiimler 600 ve 150

MHz’de kayit edilmistir.
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5.3.2.2. Sterigmatocystin (6, bilinen bilesik)

Sterigmatocystin
Ornek Kodu
Al-cry/Al-4
Biyolojik Kaynak .
yolo] y Aspergillus carneus
Ornek Miktari
7.0 mg
Fiziksel Ozellikleri .
Sar1 kristal
Molekiiler Formil
C18H1206
Molekiiler Agirlik
& 324 g/mol
Alikonma Zamani .
29.15 dak. (Standart gradient)
T - T
. F- 4o £81 Full ms (10000100000 oo
al ‘; . 10 325.1
R
ol ts
E 4 2211?33' w0 539.0 7133
I I G || I e ST N T ﬁ Iumyal,ao‘?s‘mq-s |
00 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 200 400 600 800 1000
m/z
00 Peak#1 100% at 29.15 min
) Library Hit: Sterigmatocystin 999.15
i 2418
2029
326.8
AN
200 250 300 350 400 450 500 550 595 (_) ESI_MS iyOniZe Olmamlstlr
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5.3.2.3 O-Demetil Sterigmatocystin (7, Bilinen Bilesik)

O-Demethyl Sterigmatocystin

Ornek Kodu
Biyolojik Kaynak
Ornek Miktari
Fiziksel Ozellikleri
Molekiiler Formiil
Molekiiler Agirlik

Alikonma Zamani

Al-7

Aspergillus carneus
3.5mg

Sar1 kristal
C17H1006

310 g/mol

32.58 dak. (Standart gradient)

FO160921-1 #4

ALT

WS 1

mAU

WVL:235 nm

Ferhat206 #955 RT: 31.02 AV: 1 NL: 1.40E6
F: +c ESI Full ms [100.00-1000.00]

365.2
(]
(5]
c
[]
Le]
[ =
=1
rel
<
Q
=
®
¢
200 400 600 800 1000
beakcfL 1000 at 2015 i Ferhal206 #957 RT. 31,07 AV: 1 NL: 7.22E5
() - .
g Library Hit: Sterigmatocystin 999.19 F:-c ESIFull ms [100 ‘58;500‘001
2418 mm
2
9 g 269.4
56
12638 2
] 4 399.2 G7a4
2
n%é 2 2252 409.1 ‘ -67;3-762
B b il ',l;m-?'gj‘g 965.9
. R B B R R B B R
W7 200 400 600 800 1000
200 250 300 350 400 450 500 550 595 mz
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5.3.2.4 Sterigmatin (8, Bilinen Bilesik)

Sterigmatin
Ornek Kodu Al-8
I?'yOIOJ'k Kaynak Aspergillus carneus
Ornek M'1.ktar1 1.5 mg
Fiziksel Ozellikleri Sart Kristal
Molekiiler Formiil Ci7H1006
Molekiiler Agirlik 310 g/mol
Alikgena zamg(HPLLY 32.58 dak. (Standart gradient)
0o 4 = T F: +c ESI Full ms [100.00-1000.00]
S 20
g 15
; 10 311.1
= s 308.8 325.3
I:% I| ||||I |||| || |I||II. ]II I|I| ]I.||
320 3
mi/z

100 Peak#1 100% at 29.15 min

Library Hit: Sterigmatocystin 999.15
2418

2029

3268

B B e e e O o e el
an 50 i) %0 40 0 500 s 55

=: -c ESI Full ms [100.00-1000.00]

309.3

Relative Abundance
- - N

o o 0 o
o f =] f f
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Sar1 kristal formda Al fraksiyonunda ¢okelen bilesik 6, Amax (MeOH) 202.9, 247.8 ve
326.8 nm’de maksimum UV absorbans gdstermistir. ESI-MS analizinde m/z 325.1°de
[M+H]* (+ mod) molekiiler iyon piki vermistir. Yapilan *H NMR spektrumu analizi
ile bilesigin yapis1 sterigmatocystin olarak tayin edilmistir. Bilesik 7 ve 8’in UV
absorbans ve proton NMR spektrumlar1 degerlendirildiginde sterigmatocystin ile
benzer sekilde ksanton ve furan gruplarimin konjugasyonu ile olustugu belirlenmistir.
Ancak bilesik 7 ve 8’in sterigmatocystinden farkli olarak ksanton gruplarinda C-12
karbonuna bagli metoksi (O-CHs) grubunun yerine hidroksil grubu bulunmaktadir. Bu
da bilesik 7 ve 8’in molekiiler agirliklarmin sterigmatocystinden 14 amu (atomic mass
unit) kadar kii¢iik olmast ve NMR spektrumunda ou 11.8’de siglet OH protonun
sinyalinin varlig1 ile kanitlanmistir. Furan halkasinin ksanton grubuna baglantig:
noktalarmin bilesik 7 ve 8’deki farkliligit HMBC koralasyonlar1 ve Hamasaki vd.
(1965) [70] yaptig1 calisma ile karsilastirilarak belirlenmistir.
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Cizelge 5.5: Bilesik 6, 7 ve 8’in elde edilen *H datalarmmn karsilastiriimasi.

Sterigmatocystin
(Acetone-ds)

O-Demethyl Sterigmatocystin
(Acetone-ds)

Sterigmatin
(Acetone-ds)

Pozisyon  &u, Mult, J Hz Pozisyon Su, Mult, J Hz | Pozisyon ou, Mult, J Hz
1 1 1
2 2 2
3 3-OH 12.8,s 3-OH 12.1, s
3-OH 13.41, s 4 7'09’10'8' 83, 4 6.81, dd, 8.2, 0.9
4 6.94, m 5 7.75,1, 8.3 5 7.72,1,8.3
5 7.60, t, 8.3 6 6.83, d, 8.3 6 7.00, dd, 8.3, 0.9
6 6.95, d, 1.1 7 7
7 8 8
8 9 9 6.58, s
9 10 6.40, s 10
10 6.65, s 11 11
11 12 12
12 12-OH 11.8,s 12-OH 11.8, s
13 13 13
14 5.55, t, 2.6 14 5.56, m 14 5.62,s
491, dt, 7.2, 4.93, dt, 7.0,
15 53 15 Y 15 477, dt,7.1,2.2
16 6.65, dd, 2.8, 16 6.67dd, 2.8, 16 6.64dd, 2.8, 2.1
2.1 2.1
17 6'72'1dg' 83, 17 6.96,d,7.1 17 5.45,t,2.6
18 3.97,s 18 18

Olgiimler 150 MHz’de kayit edilmistir.
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5.3.2.5 Versicolorin C (9, bilinen bilesik)

Versicolorin C

Ornek Kodu
Al-6
Biyolojik Kaynak .
yolo] y Aspergillus carneus
Ornek Miktari
3.0 mg
Fiziksel Ozellikleri
Kirmizi toz
Molekiiler Formul
C18H1207
Molekiiler Agirlik
& 340 g/mol
Alikonma Zamani (HPLC .
( ) 26.56 dak. (Standart gradient)
150 FO160921-1 #3 Al wwvs 1
Al WL235 am erhat205 #922 RT: 29.64 AV: 1 NL: 3.37E6
g N - + ¢ ESI Full ms [100.00-1000.00]
i 1005 702.3
o . £ 5o 341.1
B ]
LS
] < 703.8
g 404
-150 . ‘ ‘mm ‘g 1
00 100 200 00 P 500 ao ] 203 3955 5163 (014 :mf 8409 gg6.4
0: r‘Lui |‘ |I ‘Ln.‘ “l r‘--‘l |
200 400 600 800 1000
m/z
Jn,p-EAK¥L 100% a1 315 min ______ Ferhat205 #920 RT: 29.58 AV: 1 NL: 3.05E6
b LibraryHit:Lunatin S768% | £."_ - £51 Full ms [100.00-1000.00]
1 2690 10 339.2
Z g
2003 g B
<
g4 283.4
T 5 3403
] ¢ o 2553 | | |341.4 4371 5508 677.9 733.9 g33e 9612
.10‘[‘“““““““““““““““‘ﬂm I\l LI I‘ T \l L T ‘ T I‘
200 2%0 3(‘)0 35‘0 4[‘)0 4%0 5(‘]0 5%0 595 200 400 miz 600 500 1000
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Kirimiz1 toz halinde izole edilen bilesik 9 Amax (MeOH) 201.3, 221.1 ve 289.0 nm’de
maksimum UV absorbansi gostermistir. ESI-MS analizinde m/z 341.1°de [M+H]" (+
mod), m/z 339.2°de [M-H] (- mod) molekiiler iyon piki vermistir. HRESI-MS
analizinde m/z 341.0655’de [M+H]" (+ mod) gii¢lii molekiiler iyon piki vermis ve
buradan hareketle molekiiler formiilii CigH1207 olarak belirlenmistir. UV-vis
spektrumu tipik olarak antrakinon patterni gostermistir. Proton spektrumun
incelendiginde diisiik alandan iki tane aromatik hidroksi sinyali (OH-8, 6n 12.51, 1H,
S; OH-6, 81 12.21, 1H, s) ve aromatik bdlgede 4 siibstitiientli benzil (H-7, dn 6.69, 1H,
d, J=2.0; H-5, on 7.26, 1H, d, J= 2.0) grubu ve bir singlet aromatic proton sinyali (3
7.14, 1H, s) UV-vis spektrumun gosterdigi antrikinon yapisinin tayin edilmesini
saglamistir. Ayrica bilesik 9 bir oksijene komsulugu olan iki kiral metin (H-1’ on 5.52,
S; H-2’, dn, 3.62, 1H, m), bir oksijene bagli metilen (H-4’f, o1 4.21, 1H, m;H-4"a, dn
4.14, 1H, m) ve bir olefinik metilen (H-3°B, on 1.84, 1H, m; H-3’a, on 2.26, 1H, m)
grubu oldugu ve proton sinyallerinden elde edilen yarilma sabitlerinin literatiir ile
karsilagtirilmasi sonucunda antrakinon iskeletine bagli furan halkasinin yapisi tespit
edilmistir. Elde edilen veriler Zhu vd. (2004) [71] yaptig1 c¢alismalar ile
degerlendirildiginde bilesik 9’un kimyasal yapisi versicolorin C olarak tayin

edilmistir.
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Cizelge 5.6: Bilesik 9’un H datalar1 (Acetone-ds)

Position On, Mult., J Mhz

1

2

3

4 7.14,s

5 7.26,d,2.0

6

7 6.69,d, 2.0

8

8a

9

9a

10

I 6.53,d,5.7

2 3.62, m

3’ o, 2.24, m
B, 1.84, m

4 o, 4.14, m
B,4.21, m

Olgiimler 150 MHz’de kayit edilmistir.
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5.3.2.6 Averufin (10, Bilinen Bilesik)

Averufin
Ornek Kodu
Al-10
Biyolojik Kaynak .
yolo] y Aspergillus carneus
Ornek Miktar1
3.0 mg
Fiziksel Ozellikleri
Kirmizi toz
Molekiiler Formiil
C20H1607
Molekiiler Agirlik
£ 368 g/mol
Alikonma Zamam (HPLC .
( ) 35.18 dak. (Standart gradient)
0 FOLB0S211 26 AL w.vi
AU W23 | Ferhat209 #1105 RT: 36.03 AV: 1 NL: 1.38E7
1 2 F: +c ESI Full ms [100.00-1000.00]
g 1005 759.1
sl b N 8 4
- o
g
4 S g 368.8 758.0)
0+ o .
< 3
g 407 4922
] g 201 760.6
150+ —— $ 11489 3.2 4240 6651 79111 7808
I I I I I 1 | | l L 1 iw 8754
00 100 200 300 400 500 o A I N N A R A
200 400 600 800
m/z
Jog.FeRk#2_100%at35.18 min Ferhat209 #1103 RT- 35.98 AV: 1 NL: 346E6
b Library Hit: NAB 107992 F- _ ¢ ESI Full ms [100.00-1000.00]
367.2
i 2220 2001 p 10
E 8
X3 56 295.3
<
a 4
g 2 368.3
. 2 Zqes PLF| 0 [369.3 474.0 5677 7569 8117 94t
W e 200 400 600 800
20 20 20 %0 0 150 500 550 iz
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Kirmiz1 toz halinde izole edilen bilesik 10’un ESI-MS analizinde m/z 368.8’de
[M+H]" (+ mod) ve m/z 367.2°de [M-H] (- mod) molekiiler iyon piki vermistir.
HRESI-MS analizinde de m/z 369.0965 [M+H]" de (+ mod) gii¢lii molekiiler iyon piki
vermis ve buradan molekiiler formiiliiniin C20H1607 oldugu bulunmustur. Bilesigin UV
spektrumu bilesik 9 ile benzer UV-vis patterne (Amax (MeOH) 201.3, 221.1 ve 289.0
nnm) sahip oldugu belirlenmistir. Ardindan yapilan *H spektrumu analizinde bilesik 9
ile benzer antrakinon iskeletine sahip oldugu (OH-8, on 12.61, 1H, s; OH-6, 6n 12.24,
1H, s; H-5, 61 7.27 1H, d, J= 2.4 Hz; H-4, 64 7.15, 1H, s; H-7, 64 6.66 1H, d, J= 2.4
Hz) ve bilesigin yan zinciri bilesik 9’a gore bir tane falzadan metil (H-6’, 51 1.56, 3H,
s) ve bir tane fazla metilen grubunun (H-2’, én 174 — 1.94, m) bulundugu tespit
edilmisitir. Bu da iki molekiil arasindaki 28 amu’luk molekiiler agirhik farkim
aciklamaktadir. Spektral analizler sonucunda elde edilen bilgiler Sahou vd. (2008) [72]
ile karsilagtirildiginda bilesik 10’un kimyasal yapisinin averufin oldugu tayin

edilmistir.
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5.3.2.7 Arugosin C (11, bilinen bilesik)

Arugosin C

Ornek Kodu
Al-9
Biyolojik Kaynak .
yolo] y Aspergillus carneus
Ornek Miktari
3.0 mg
Fiziksel Ozellikleri
Kirmizi toz
Molekiiler Formiil
CasH2806
Molekiiler Agirlik
& 424 g/mol
Alikonma Zamani (HPLC .
( ) 35.18 dak. (Standart gradient)
. iy #48,3335min f200-211
2 4
200 o , ‘ ‘
o ]
I |
A — Bl L 2 ‘LL“E w0 ‘f 07 ‘
0,0 10,0 200 300 40,0 500 60,0 0 p “‘L{: L A625 A;v 5 “;'3‘ % 550 mz
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Kirimizi toz halinde izole edilen bilesik 11 Amax (MeOH) 202.7, 293.3 ve 306.4 nm’de
maksimum UV absorbansi gostermistir. HRESI-MS analizinde m/z 425.1954°de
[M+H]* (+ mod) giiglii molekiiler iyon piki vermis ve buradan hareketle molekiiler
formiilii C2sH280¢ olarak belirlenmistir. Proton spektrumu incelendiginde bilesigin bir
tane 4 siibstittientli benzil (H-7, 1H o1 6.48, d, J= 8.3 Hz; H-6, 1H, 61 7.38, d, J= 8.3
Hz), bir tane 5 siibstitiientli benzil (H-13, 1H, dn 6.84, s), bir tane benzile bagli metil
(H-23, 3H, o1 2.23, ), 4 tane metil (H-1, 3H, s, 61 1.72; H-2, 3H, 61 1.72, s; H-21, 3H,
o1 1.24, s; H-22, 3H, s, 61 1.29), iki tane metilen (H-3, 2H, 61 1.72, dd, J= 6.0, 1.8 Hz;
H-18a, 1H, 61 4.20, dd, J= 11.6, 7.9 Hz; H-18b, 1H, on 4.42, dd, J= 11.6, 7.9), bir
tane kiral proton (H-19, 1H, 61 2.41, ddd, J= 7.9, 5.0, 4.1 Hz) ve bir tane oksijene
bagli kiral proton (H-17, 1H, dn 5.33, tddd, J= 6.0, 2.9, 1.4 Hz) oldugu belirlenmistir.
Elde edilen spektral analiz sonuglar1 Liu vd. (2014) [73] ile degerlendirildiginde

bilesik 11’in kimyasal yapisinin arugosin C oldugu tayin edilmistir.
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5.3.2.8 Norsolorinic Asit (12, bilinen bilesik)

Norsolorinic Asit

Sinonim(s)
Ornek Kodu Al-14
'?'W'OJ'k Kaynak Aspergillus carneus
Ornek Miktari 3.0 mg
Fiziksel Ozellikleri
Kirmizi toz
Molekiiler Formiil CosHos0s
Molekiiler Agirlik 368 g/mol
Alikonma Zamant (HPLC) 36.95 min (Standart gradient)
OH O OH O
150_FO16092243 AL14 W_VIS L
mAU WVL:235 nm)

(+) ESI-MS: iyonize olmamistir

= -¢ ESI Full ms [100.00-1000.00]

700 Peak#3 100% at 36.95 min

201.2
T 231.2

299.5

100

T T T T T
200 250 300 350 400 450

369.7

10

[}
No spectra library hits found] g 8

g

58

o

<

o 4

2

32 2423 5741

& 0 197.%[“‘“l 4607 5813 760.6

LN Y I Y N B B BN R B |
\ ] 200 400 600 800
500 550 595
miz

!
1000
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Kirimizi toz halinde izole edilen bilesik 12 Amax (MeOH) 201.2, 231.2 ve 299.5 nm’de
maksimum UV absorbansi gostermistir. ESI-MS analizinde m/z 369.7°de [M-H]™ (-
mod) molekiiler iyon piki vermistir. UV-vis spektrumunda antrakinon ve olefinik
paterni birlikte gdstermistir. Proton spektrumunun diisiik alandaki sinyalleri
incelendiginde bilesigin antrakinon kismi (H-5, 1H 64 7.27, d, J= 2.4 Hz; H-5, 1H, 6n
7.05, d, J= 2.4 Hz; H-4, 1H, s) tayin edilmistir. Proton spektrumunun yiiksek alandaki
sinyalleri degerlendirildiginde ise 5 karbon igeren diiz bir zincir yapis1 tayin edilmistir
(H-12, 2H, t, 61 3.25, J= 7.3; H-13/ H-14, 4H, m; H-16, 3H, t, 64 0.92, J= 7.0). Elde
edilen spektral analiz sonuglar1 Watanabe vd. (1996) [74] ile degerlendirildiginde

bilesik 12’in kimyasal yapis1 norsolorinic asit olarak tayin edilmistir.
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5.3.2.9 Asteltoxin E (13, bilenen bilesik)

Optik Rotasyon
Alikonma Zamani (HPLC)

Asteltoxin E
Ornek Kodu Ad.2.1-4
'?'W'OJ'k Kaynak Aspergillus carneus
Ornek Miktar1 1.5 mg
Fiziksel Ozellikleri

Sar1toz

Molekiiler Formiil CogH3609
Molekiiler Agirlik 516 g/mol

[a]p?® = +15.5 (¢ 0.72, MeOH)
26.56 dak (Standart gradient)

a0q_FO160825 6 A4214 wvis 1
Fal YRR Ferhat247 #818 RT: 25.96 AV: 1 NL: 6.54E8
5 F: +c ESI Full ms [100.00-1000.00]
8 10 517.2
Y
500 4 8
s 8
E
26 539.4
=4
i o 4
2 405.2 104
20 T I T T T ™ 2 : 1370 2451 3973[ 507.1 | | 555.0 7234 7969
. . 8799 9856
00 10,0 200 300 40,0 500 60,0 e
400 600 800 1000
m/z
700 Peak#1 100% at 27.57 min
! Library Hit: Asteltoxin 974.51
F: -c ESI Full ms [100.00-1000.00]
] k2 561.0
8
5 8
5 s
a
<<
2 A 451.7
s 5 3.3 515.3|561.9
i - e 1313 341 4“ L 5895 789.0 9045 9547
100 ottt oo plon ——
L
200 250 300 350 400 450 500 550 595 200 400 y 600 800 1000
m/z
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Sar1 toz halinde izole edilen Bilesik 13 Amax (MeOH) 267 ve 356 nm’de maksimum
UV absorbansi gostermistir. Pozitif ESI-MS analizinde m/z 517.2 [M+H]"de
molekiiler iyon piki vermis ve molekiiler agirligi 516 g/mol olarak belirlenmistir. UV-
vis, NMR ve ESI-MS sonuglar1 Tian vd. (2016) [75] ile degerlendirildiginde bilesik
13’{in yapis1 daha 6nce denizel Aspergillus sp.’den izole edilmis asteltoksin E olarak
tayin edilmistir [75]. Ayrica yapilan optik rotasyon dlgiimiinde benzer deger [[a]o? =
+155 (c 0.72, MeOH)] elde edilmistir. Bu sonugla molekiiliin absolute
konfigiirasyonununda da Tian vd. (2016) [75] ile benzer oldugu belirlenmistir.

71



Cizlege 5.7: Bilesik 13’iin *H NMR datalarmin literatiir ile karsilastirilmas1

(CDCly).
Pozisyon Asteltoksin E (lit)* Asteltoksin E**
du, Mult., J MHz du, Mult., J MHz
1 1.03,t,7.5 1.06,t,7.5
2 1.56, m 1.56, m
3 4.31, dd, 5.0, 8.0 4.30,m
4
5
6 5,27, 5.29, s
7 3.73,d, 2.0 3.73,d,2.9
8 4.70, s 4.71,d, 6.0
9 5.88, dd, 5.5, 15.5 5.87,dd, 15.5,5.1
10 6.59, dd, 11.0, 15.0 6.64, m
11 6.49, dd, 11.0, 15.0 6.45, 15.5,5.1
12 6.37, dd, 11.0, 15.0 6.39,d
13 7.12, dd, 11.5, 15.0 7.19, dd, 15.0, 11.0
14 6.36, dd, 11.0, 15.0 6.39, d, 15.0
15
16
17
18 5.45, s 5.47,s
19
20 1.37,s 1.39, s
21 1.17,s 1.19,s
22 1.97,s 2.00, s
23 3.76, s 3.78, s
24
25
26 6.82,td, 1.5,5.5 6.83,td, 1.5, 5.5
27 4.69,d,5.5 4.71,d,6.0
28 1.90, s 1.92,s

*125 MHz'de kayit edilmistir. ** 75 MHz'de kayit edilmistir.
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Versicolorin C Averufin Arugosin C
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12
Norsolorinic Asit

13
Asteltoxin E

Sekil 5.6: Aspergillus carneus’un yapay deniz tuzu ile hazirlanmis piring ortamindan

izole edilen molekiillerin kimyasal yapilari.
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5.3.3 A. carneus yapay modifiye Czapek besiyerinden metabolit izolasyonu

calismalar

Tez projesi kapsaminda A. carneus susunun yapay deniz tuzu (Sigma) ile hazirlanmis
piring ortamindan, modifiye Czapek besiyerinden ve distile su ile hazirlanmis piring
besiyerlerinden elde edilen oziitlerin igerikleri HPLC analizleri ile karsilastirilmistir
(Sekil 5.7). Yapilan analizlerde farkli besiyerinin iriin profilini olumlu yonde
etkiledigi gdzlenmistir. Basta sterigmatocystinin olmak {izere susun sentezledigi major
molekiillerin sentezinin, yapay deniz tuzu ile hazirlanmis besiyerine gore arttigi tespit
edilmistir. Bunun yaninda yapay deniz tuzu ile hazirlanan piring ortammdan farkl
molekiiller HPLC kromatogramlarinda gézlenmis ve yapilan metabolit izolasyonu

calismalari ile desteklenmistir.

-1 -FO150320 #2 Deniz tuzu ile hazirlanan piring ortami (1) UV_VIS_1
=2 -FO160922 #6 Modifiye Czapek besiyeri (2) UV_VIS_1

A 506’.‘-"‘3 -FO161011 #7 Distile su ile hazirlanan piring ortami (3) UV_VIS_1
’ mAU VWL:235 nm

10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Sekil 5.7: Farkli besiyerlerinden elde edilen 6ziitlerin profillerinin karsilastirilmasi
(yildiz; sterigmatocystini gostermektedir) (analizler i¢in 6ziitler 1 mg/ml derisiminde

hazirlanmistir)

OSMAC denemesinden elde edilen sonuglar dogrultusunda yapay deniz tuzu ile
hazirlanmig piring ortamindan sonra modifiye Czapek besiyerinden metabolit

izolasyonu yapilmistir. Metabolit izolasyonu caligmalarinda aniquinazoline E (5),
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sterigmatocystin  (6), versicolorin C (9), averufin (10), asteltoksin E (13)
terrelumamide C (14) ve diorcinol (15) izole edilmistir.
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5.3.3.1 Terrelumamide C (14), Yeni Bilesik

Terrelumamide C
Ornek Kodu C725
Biyolojik Kaynak .
yolo] y Aspergillus carneus
Ornek Miktari 3.0 mg
Fiziksel Ozellikleri Kahverengi kat1
Molekiiler Formul CaoHooN6O-
Molekiiler Agirlik 456 g/mol
ORile Rotasygg [o]o? = + 50 (¢ 0.25, MeOH)
Alikonma Zamani (HPLC .
( ) 17.02 dak. (Standart gradient)
1.200 ;E:UEUSWM . ]
b erhat168 #775 RT. 24.76 AV: 1 NL: 1.25E8
F: ];ES\ Full ms [100.00-1000. 001473.9 [M+Na]+
500+ § 8
1 g 4 278.2
00 5‘0 1[5-3 15‘,0 200 251[] % 2 156.6 4-80‘0
8 2599 ?0\59 | “%1 ?P-O.‘? | 170?.4‘ 862{5 ‘5134;5“|
200 400 600 B(‘)O 1000
miz
o Peak#1 100%at 17.02 min . . .
| o Library Hit: Graphidactone denvative 968.24 ’E?r_hftgglg’:ﬁzs 5202308300%\301] NL: 1.14E7
|, mean 10 fons
AV g 8
\ i,
\\j\ 179 2 . 464
\ [}
= 4115
“UX z, .
N : L B3 %1, 5[ H || sor2 700 7985 w27
A00+4— T T - T T — b T T T T T T T
bl 250 W 0 m 10 0 550 5 400 600 800 1000
miz
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Kahverengi kat1 halde saflastirilan bilesik 14 Amax (MeOH) 223.8, 247.7 ve 317.9
nm’de maksimum UV absorbans gostermistir. ESI-MS analizinde m/z 478.9’de
[M+Na]™ (+ mod) ve m/z 455.4’de [M-H] (- mod) molekiiler iyon piki vermistir.
Ardmdan yapilan HRESI-MS analizinde m/z 457.1468’de [M+H]" (+ mod) giiglii
molekiiler iyon piki vermis ve molekiiler formiilii C20H20NeO7 olarak belirlenmistir.
Spektral analizlerden (NMR ve MS) elde edilen verilerle bilesigin kimyasal yapisinin
terrelumamide A’ya benzedigi tespit edilmistir [76]. Tki molekiil arasindaki yapisal
fark 1-metillumazin-6-karboksilik asit kismmda metil grububun (C-9) baglandig1 azot
atomunun pozisyonundan kaynaklanmaktadir. Bilesik 14’de C-9 metil grubu (8¢ 27.3)
3-nolu azot atomuna bagliyken, terrelumamide A’da 1-nolu azot atomuna baglidir. Bu
farklilik HMBC korelasyonlar1 ile belirlenmistir (Sekil 5.8). Ayrica bilesik 14’tin 1-
metillumazin-6-karboksilik asit kismi ile antranilik asit kismi arasinda treonin amino
asiti bulunmaktadir. Treonin (C-4’, d¢c 65.5) konfigiirasyonu Marfey’s reaksiyon ile L-
formunda oldugu belirlenmistir (Sekil 5.9). Bu veriler dogrultusunda bilesik 14

terrelumamide C olarak adlandirilmastir.
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Cizelge 5.8: Terrelumamide C’nin (14) *H and **C NMR datalar1 (DMSO-ds)

Pozisyon dn, Mult., Jin Hz dc HMBC
1-NH 12.60, s
2 150.4
4 160.4
4a 1345
138.2
7 9.30, s 146.7 4a, 6, 8a
8a 150.1
9 3.30, s 27.3 2,4, 4a
10 162.5
1'-NH 8.51, d, 8.10 2,10
2 4.54, dd, 8.0, 2.9 59.3 3,4,5,10
3 168.3
4 4.42,dd, 6.4,2.9 65.5 2,5
5' 1.19,d,6.4 20.3
1"-NH 11.10, s 2,3,3, 7"
2" 139.5
3 117.2
4 7.92,dd, 7.9, 1.6 130.2 2", 6", 8"
5" 7.20,t,7.5 122.9 2", 3", 6" 7"
6" 7.63,td, 8.5, 7.6 133.7 2", 4"
7 8.45,d,85 121.0 3,2" 3,5 8"
8 167.7
9" 3.70, s 52.0 8"
13C datalart HSQC ve HMBC spektrumlarindan cikarilmistir. Olgiimler 125 ve 500
MHz’de kayit edilmistir.
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NH 88N/

COSY = HMBC ——

Sekil 5.8: Terrelumamide C’in (14) COSY ve anahtar HMBC korelasyonlari

900 FO170207 #2 C7.2.5 marfey UV _VIS_4
mAU WVL:340 nm
1 L-Thr+FDAA 4557
500_, L-Thr
2-16777 4.
r I4 rs0 OH |0._.OMe
1-4,360 ‘ | 0] O H
4 L L. —
' - ~. N N
-100 . . : . — . . min N = N
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 2\ | H
-~ 0]
0” N N
1 4pp_FO170207 #3 DAL Thr, Marfey UV_VIS_4 H
AU L-Thr+FDAA. D-Thr+FDAA \WVL:340 nm
i 23.(!95'3337 Terrelumamide C
1876710
\JL
B — - — :
-200- T | | . . min|
0.0 10,0 200 20,0 40,0 500 80,0

Sekil 5.9: Terrelumamide C’in (14) Marfey’s reaksiyon sonucu
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5.3.3.2. Diorcinol (15, Bilinen Bilesik)

Diorcinol

Ornek Kodu

Biyolojik Kaynak

Ornek Miktari

Fiziksel Ozellikleri
Molekiiler Formiil
Molekiiler Agirlik
Alikonma Zamani (HPLC)

C2.2.1a

Aspergillus carneus

3.0 mg

Sar1toz

C14H1403

230 g/mol

7.70 dak. (Standart gradient)

OH OH
o
¥ : -1 NL: 1.5:
500.F0160909 #2 Fra22 wovis 1 EBTEIZEWSSI'F'ZCiﬁ%f&%?ﬂ.] ML 1.5287
mAU WVL:235 nm : 1 2“ e
- vl u
o'
& 2 g0
) 5 805
o 1
250 < 60
0 g |
b o 40
: § -
] I
k 2 a4 223
N RS 41‘3'1 829 5606 a5 7526 04
[ I t il — Y t
min | | | |
W] 200 400 800 800 1000
00 100 200 30,0 40,0 500 600 iz
FeMal1y #£U0 HKI: £3.4U0 AVI 1T NL: £33ED
700 Peak#1 100% at 7.70 min F: -¢ ESI Full ms [100.00-1000.00]
Library Hit: Bibenzyl 966.41) 5149
100
| 2079 g 7
S 805 1.1
£ %3
5 60
£ 4
< 3
ERE 7431
326.2 365.6 % 25\5 234 4717 . '
il € 31301 23{2 4232 " | 814 42 g9 g714
| iy I :
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miz
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Sekil 5.10: Aspergillus carneus 'un modifiye Czapek besiyerinden izole edilen

molekiillerin kimyasal yapilar1
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5.3.4 A. carneus ve B. subtilis fungus bakteri ko-kiiltiir ortamindan metabolit

izolasyonu calismalari

Tez projesi kapsaminda tek olarak A. carneus susu, tek olarak Gram-pozitif B. Subtilis
ve A. carneus ile B. subtilis birlikte distile sulu piring ortaminda kiiltiire edilmislerdir.
Bu ortamlardan elde edilen ham o6ziitlerin icerigi HPLC ile analiz edilmistir. Elde
HPLC kromatogramlar: karsilastirildiginda ko-kiiltiir ortaminda A. carneus susunun
tirettigi molekiilerlerin sentezinin arttigi kromatogramlardan goriilmiistiir (Sekil 5.11).
Yapilan metabolit izolasyonu calismalarinda daha 6nce izole edilen molekiillerin
yaninda farkli antrakinon ve sterigmatocystin tiirevleri elde edilmistir (Sekil 5.13).
Metabolit izolasyonu sonrasinda yapilan degerlendirmelerde strerigmatocystinin
sentezi 1.1 kat, averufinin sentezi 2.25 kat, versicolorin ¢’nin sentezi 2.7 kat ve O-
demetilsterigmatocystinin sentezinin 40 kat arttig1 tespit edilmistir. Ancak yeterli
zamanin olmayis1 ve molekiillerin stabil olmamasindan dolay1 artis1 gozlenen diger

molekiillerin izolasyonu tamamlanamamastir.
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1 -FO161018-2 #4 B.S cont. 3 Uv_VIS 1

<4 -FO161011 #7 Asp. car. Cont. 3 UvV_VIS 1
450043-F0161011 #3 Co-Cul 3 Uv VIS 1
T mAU WVL:235 nm
2.000—-

_500 T T T | T T T | T T T | T T T | T T T | T T T

Sekil 5.11: B. subtilis (1), A. carneus (2) ve B.subtilis ile A. carneus’un (3) ko-kiiltiir

Oziitlerinin karsilastiriimasi

mg/flaks

$
\,5@

X
S &

o

m Aspergillus carneus  ® A, carneus + B. Subtilis

Sekil 5.12: Ko-kiiltiirde artig1 belirlenen molekiillerin tiretimlerinin karsilastirmast.

Ko-kiiltiir ortaminda elde edilen 6ziitii ile yapilan metabolit izolasyonu ¢aligmalarinda

aniquinazoline E (5), sterigmatocystin (6), demetil-sterigmatocystin (7), averufin (10),
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arugosin C (11), diorcinol (15), oksisterigmatocystin-C (16), dihikrosisterigmatocystin
(17), 25-O-metilarugosin A (18) ve nidurufin (19) izole edilmistir.
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5.3.4.1 Oksisterigmatocystin-C (16, bilinen bilesik)

Oksisterigmatocystin-C

Ornek Kodu CC2cok3-4
Biyolojik Kaynak Aspergillus carneus
Ornek Miktari 1.5 mg
Fiziksel Ozellikleri Sar1 doz
Molekiiler Formiil C19H1607
Molekiiler Agirlik 356 g/mol
Alikonma Zamani (HPLC) 29.55 dak. (Standart gradient)
a0 FOLT022345 CCocoie4 TR HRMS
M:“‘;& i~ +MS, 2.8-2.9min #169-17¢
0.75:
0.50
0% 2834192 883419
i ‘ ]  amore MM
%0 260 300 20 £ 30 ¥ e

_Peak#1 100% at 29.55 min

70,

2495
2.2

Cibrary it

: Sterigmatocysiin 997.46]

-10,0

T T
200 250 300 350 400

450

T
500

nm|
T
550 595
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5.3.4.2 Dihidroksisterigmatocystin (17, bilinen bilesik)

Dihidroksisterigmatocystin

Ornek Kodu CC2cok3-5
Biyolojik Kaynak Aspergillus carneus
Ornek Miktar1 1.5 mg
Fiziksel Ozellikleri Sar1 doz
Molekiiler Formiil C18H1406
Molekiiler Agirlik 326 g/mol
Alikonma Zamani1 (HPLC) 30.14 dak. (Standart gradient)
MF?SDZZS #6 Cczgm'S wvlf_:z:}zls‘snnl\ HRMS
1.00
050
036 3280897
it 2078 L hiricad
% 2 28 329 30 B mz

70,0_Peak#1_100% at 30.14 min
e

Tibrary Hit: Sterigmatocystin 997.81]
249.2

206.%
327.3

T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550 595
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Sar1 toz formda izole edilen bilesik 16 ve 17 daha 6nce izole edilen sterigmatocystin
tiirevleri ile benzer UV pattern (Amax (MeOH) 202.9, 247.8 ve 326.8 nm) gostermistir.
HRESI-MS analizlerinde bilesik 16’nin molekiiler agirligr 356 g/mol ve molekiiler
formiilii C19H1607, bilesik 17°nin molekiiler agriligi 326 g/mol ve C1gH1406 Olarak
bulunmustur. Son olarak yapilan proton spektrumu analizlerinde sterigmatocystin’de
bulunan ksanton halkasinin bu iki bilesiktede bulundugu, ancak molekiil yapisinda ve
molekiiler agirliktaki farklanmanm molekiiliin furan halkasinda oldugu goriilmiistiir.
Bilesik 16’da sterigmatocystin yapisina ek olarak 17 nolu karbon atomuna (C-17) bir
O-CHjs grubu baglanmistir (H-19, 3H, 61 3.15, s). Bilesik 17°de ise sterigmatocystin’in
furan halkasindaki ¢ift bagin yerine tek bagm oldugu tayin edilmistir. Yapilan analizler
soncunda bilesik 16 i¢in elde edilen veriler Cai vd. (2011) [77] ile karsilastirildiginda
yapmin oksisterigmatocystin C oldugu, bilesik 17 i¢in elde edilen veriler Zhu vd.
(2007) [78] ile karsilastirildiginda yapinin dihikroksisterigmatocystin oldugu tayin

edilmistir.
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Cizelge 5.9: Bilesik 16 ve 17°nin *H datalar:.

Oksisterigmatocystin C (Acetone-ds) Dihidroksisterigmatocystin (Acetone-de)
Pozisyon Su, Mult, J Hz Pozisyon Su, Mult, J Hz

1 1
2 2
3 3

3-OH 13.52, s 3-OH 13.50, s
4 6.91,dd, 8.3,1.0 4 6.92,dd, 8.3,1.0
5 7.58,1,8.5 5 7.59,1,8.3
6 6.71,dd, 8.3, 1.0 6 6.71,dd, 8.3, 1.0
7 7
8 8
9 9
10 10
11 6.50, s 11 6.50, s
12 12
13 13
14 5.62,s 14 6.53,d, 5.5
15 4.27,ddd, 9.4,6.2, 1.2 15 43, m
16 a, 2.45,ddd, 13.3,9.3,4.9 16 2.33,m

B,2.38,dd, 13.3, 2.1 17 a,4.13, ddd, 8.6, 7.2, 1.3

17 5,272,d,5.0 B, 3.63,ddd, 11.7,8.9, 5.4
18 3.95s 18 3.96, s
19 3.15s

Olgiimler 150 MHz’de kayit edilmistir.
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5.3.4.3 25-O-metilarugosin A (18, bilinen bilesik)

25-O-metilarugosin A

Ornek Kodu
Biyolojik Kaynak
Ornek Miktari
Fiziksel Ozellikleri
Molekiiler Formiil
Molekiiler Agirlik
Optik Rotasyon

Alikonma Zamani

CC1-4

Aspergillus carneus

2.0 mg

Kirmizi toz

Ca6H3006

438 g/mol

[0]?°p= - 0.3 (¢ 0.1,CHCl5)
36.43 dak. (Standart gradient)

50_FO161208 #5

ccua

uv_Vis_1

mAU

1-36,430

WL235om) | | jogens.

£

g
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Kirimizi toz halinde izole edilen bilesik 18 Amax (MeOH) 203.2, 301.5 ve 368.9 nm’de
maksimum UV absorbansi gostermistir. HRESI-MS analizinde m/z 439.2105 [M+H]*
(+ mod) de giiclii molekiiler iyon piki vermis ve buradan hareketle molekiiler formiilii
C26H3006 olarak belirlenmistir. Proton spektrumu incelendiginde bilesigin bir tane 4
siibstitiientli benzil (H-7, 1H 8n 7.40, d, J= 8.3 Hz; H-6, 1H, 64 6.59, d, J= 8.3 Hz),
bir tane 5 siibstitiientli benzil (H-15, 1H, 6n 6.44, s), bir tane benzile bagl metil (H-
26, 3H, o1 2.6, s), 4 tane ¢ift baga bagli metil (H-1, 3H, s, 61 1.62; H-2/23, 6H, 61 1.72,
s; H-22, 3H, 61 1.80, s), iki tane metilen (H-5, 2H, 6+ 3.31, d, J= 7.3 Hz; H-20, 2H, 6H
4.41), iki tane metin (H-19, 1H, 61 2.41, ddd, J=7.9, 5.0, 4.1 Hz; H-4, 1H, 6n 3.31, d,
J=7.3 Hz), bir tane oksijene bagli kiral proton (H-20, 1H, 6n 5.33, dd, J=9.0, 6.0 Hz),
iki oksijen atomuna bagli bir metin (H-25, 1H, 81 6.93, s) ve bir tane metoksi (H-24,
3H, &n 3.35, s) oldugu belirlenmistir. Elde edilen spektral analiz sonuglar1 Sun vd.
(2016) [79] ile Kkarsilastirildiginda bilesik 18’in  kimyasal yapismin 25-O-

metilarugosin A oldugu tayin edilmistir.
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Cizelge 5.10: Bilesik 18’in 'H datalar1 (Asetone-de)

25-O-Metilarugosin (Aseton-ds)

Pozisyon dn, Mult, J Hz
1 1.62,s
2 1.72,s
3
4 5.59,1,7.3
5 3.31,d,73
6
7 7.40,d, 8.3
8 6.59, d, 8.3
9
10
11
12
13
14
15 6.44, s
16
17
18
19 4.41, dd, 16.6, 7.3
20 5.33, dd, 9.0, 6.0
21
22 1.80, s
23 1.72,s
24 3.35, 8
25 6.93, s
26 2.36, s
11-OH 10.00, s
14-OH 13.30, s

Olgiimler 75 MHz’de kayit edilmistir.
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5.3.4.4 Nidurufin (19, bilinen bilesik)

Nidurufin
Ornek Kodu CC4-3-2
Biyolojik Kaynak Aspergillus carneus
Ornek Miktari 2.0 mg
Fiziksel Ozellikleri Kirmizi toz
Molekiiler Formiil Co0H160s
Molekiiler Agirlik 384 g/mol
Alikonma Zamani (HPLC)

32.92 dak. (Standart gradient)

OH O lOHH OH
8

1|

6!

FO170116 #3

500 CC4/3-2

WS 1 || intens;

mAU

WVL:235 nm|
*"’2 4399105

2 4402138

441.2165
L

+MS, 4.1-4.2min #245-255

HRMS

436 438 440 42 444

Peak#2 100% at 32.92 min

70,

222.6 29238

2673

Library Hit: NAB 107 995.29|

T
500

T
550 595
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Kirmizi toz halinde izole edilen bilesik 19, HRESI-MS analizinde de m/z 385.0965°de
[M+H]* (+ mod) giiglii molekiiler iyon piki vermis ve buradan molekiiler formiiliiniin
C20H160g oldugu bulunmustur. Bilesigin UV spektrumu bilesik 10 ile benzer UV-vis
patterne [Amax (MeOH) 222.6, 267.3 ve 292.8 nm] sahip oldugu belirlenmistir.
Ardindan yapilan *H spektrumu analizinde bilesik 10 ile benzer antrakinon iskeletine
sahip oldugu (H-5, on 7.26, 1H, d, 2.4; H-7, 61 6.68, 1H, d, 2.4; H-4, 61 7.13, 1H, 3)
ve bilesigin yan zinciri bilesik 10’a gore bir tane fazladan bir hidroksil grubu
icermektedir. Ancak yan zincirdeki hidroksil grubunu proton spektrumunda rezonans
olmamistir. Eksik olan hidroksil grubu yapilan spektral analizlerin (NMR ve MS) Ren
ve Liu (2011) [80] ile karsilastirildiginda yeri belirlenmistir. Sonug olarak bilesik
19’un kimyasal yapisinin nidurufin olarak tayin edilmistir.

Cizelge 5.11: Bilseik 19’un 'H datalar

Nidurufin (DMSO-ds)

Pozisyon dn, Mult, J Hz

1

2

3

4 7.13,s

5 7.26,d,2.4

5a

6

7 6.68,d, 2.4

8

8a

9

10

11

1 5.17,d,2.0

2 3.96,q,2.8

3 1.73, m

4 a, 1.91, m
B,2.31, m

5

6' 1.59, s

Olgiimler 75 MHz’de kayit edilmistir.
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5.4  Biyoaktivite Taramalarimin Sonuclarn

Fare lenfoma hiicre hatt1 L5178Y ’ye kars1 yapilan sitotoksiste taramasinin sonuglarina

gore aktivite gosteren bilesikler Cizelge 5.12°de gosterilmistir. P. chrysogenum’dan

izole edilen molekiillerin miktarlarmin c¢ok diisiik olmasindan dolay1 biyoaktivite

taramalarina alinmamaistir.

Cizelge 5.12: Fare lenfoma hiicre hattt L5178Y’ye karsi biyoaktivite sonuglar1

Bilesik Ad1 1Cs0
1 Sterigmatocystin ~0.3 uM
2 Asteltoxin E <0,19 uM
3 Versicolorin C 18.2 uM
4 O-Demethylsterigmatocystin 9.7 yM
5 Averufin 13 uM
6 Norsolorinic acid 25 uM
7 Aniquinazoline E 0,43 uM

Bolim 4.4.1°de belirtilen test patojenlerine karsi yapilan taramalar sonucunda

biyoaktive gosteren molekiiller ve MIK degerleri Cizelge 5.13’de belirtilmistir.

Cizelge 5.13: Antimikrobiyal aktivitesi taramasi sonucunda aktivite gosteren

molekiiller ve MiK degerleri

S.aureus . . . .
Bilesik Adi | ATCC E.faecalis E.faecalis E.faecium E.faecium
200699 ATCC 29212 ATCC 51299 ATCC 35667 |ATCC 700221
Vers'%"'o”“ 12,5 uM 100 uM 100 uM 100 uM >100 uM
Averufin 12,5 uM 100 uM 50 uM 6,25 uM 25 uM
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Sekil 5.13: Aspergillus carneus’un Ko-kiiltiir ortamindan izole edilen molekiillerin
kimyasal yapilar1
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Yapay Deniz Tuzlu Mod. Czapek

Piring Besiyeri Besiyeri

Norsolorinic acid

> " Terrelumamide C
Sterigmatin

Aniquinazoline E
STR
Versicolorin C

Arugosin C
0-Demethyl-STR

Oxisterigmatocystin
Dihidroxysterigmatocystin
25-0-Methylarugosin
Nidurufin

Pirinc Ortaminda
Ko-Kiiltiir

Sekil 5.14: A. Carneus’un farkli besiyerlerinden izole edilen molekiillerin elde
edildigi besiyerlerine gore dagilimi.
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5. SONUC VE ONERILER

Dogal iirlin arastirmalarinda son yillarda denizel habitatlarda makroorganizmalarla
birlikte yasayan mikrobiyal suslara olan ilgi hizla artmaktadir [6, 37]. Denizel
habitatlarda mikroorganizmalarin maruz kaldigi u¢ yasam kosullar1 yeni
metabolitlerin sentezi i¢cin biyokimyasal siirecleri tetikleyebilmektedir. Ayrica
makroorganizmalarm biinyelerinde barindirdig1 yogun mikrobiyal yasam formu var
olan stres kosullarinin yaninda ilave yasamsal rekabeti de beraberinde getirmektedir
[81]. Gelistirilen omik teknolojilerle yapilan ¢alismalarda giliniimiize kadar
denizlerdeki mikrobiyal ¢esitliligin yaklasik % 0.01 kadarinin aydinlatilabildigi
bilinmektedir. Bu da gilinimiizde denizel ortamlardan izole edilecek
mikrooganizmalarin yeni dogal iiriin potansiyelini gostermektedir [82]. Ozellikle
kiitlelerinin % 50 — 60’m1 mikroorganizmalarm olusturdugu siingerler denizel

mikroorganizmalar i¢in en ¢ok arastirilan kaynaklardir [39, 45].

Tiirkiye agisindan denizel dogal iiriin arastirmalarimi degerlendirdigimizde ise sahip
oldugumuz potansiyel yeteri kadar degerlendirilmemistir. Son yillarda {ilkemizin
denizlerinden  toplanan  siingerlerden ve  sedimentlerden izole edilen
mikroorganizmalar ile yapilan ¢alismalar rapor edilmeye baslanmistir [14-17]. Ancak

var olan potansiyeli tam olarak yansitalamamustir.

Cesitli mikrobiyal suslarin tiim genomlarinin sekanslanmasi ile sahip olduklar
metabolit iiretim potansiyelleri ortaya ¢ikarilmistir. Ancak laboratuvar kosullarinda
biyoaktif metabolit sentezinden sorumlu genlerin biiylik bir kismi1 sessiz kalmaktadir
[18]. Bunun i¢in aragtirmacilar farkli yontemler gelistirmiglerdir. Bu yontemlerden en
sik kullanilanlar OSMAC ve ko-kiiltiirdiir [18, 19]. Tez projesi kapsaminda metabolit
izolasyonu icin segilen A. carneus susu ile bu iki yontem denenmistir. ik olarak
OSMAC denemesi yapilan susun iiriin profilindeki degisim HPLC analizleri ile
belirlenmis (Sekil 5.7) ve yapilan karsilagtirmada benzer iiriinlerin yaninda farkl
iiriinlerinde sentezleyebildigi goriilmiistiir. Ik olarak deniz tuzu ile hazirlanan piring
ortamindan yapilan metabolit izolasyonunda yeni dogal iiriin olan kinazolin tiirevi

aniquinazoline E’nin (bilesik 5) yaninda antrakinon (bilesik 9-12), terpen (bilesik 13),
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furan ve ksanton (bilesik 6-8) tiirevi bilesikler elde edilmistir. Bu da metabolit
izolasyonu i¢in secilen susun farkli kimyasal yapilardaki metabolitleri
sentezleyebilecek potansiyele sahip oldugunu gostermistir. Bunun iizerine A. carneus
susu piring ve modifiye Czapek besiyerlerinde iiretimi yapilmistir. Ardindan modifiye
Czapek besiyerinden metabolit izolasyonu sonunda deniz tuzu i¢eren piring ortami ile
benzer molekiillerin (bilesik 5-7, 10, 11, 13) yaninda 1-metillumazin-6-karboksilik
asit, antranilik asit ve L-treonin igeren yeni terrulamamide C (14) ve di-fenil eter
yapisinda olan diorcinol (15) izole edilmesi susun laboratuvar kosullarinda sessiz
kalan genlerinin iiretim ortamimin farklanmasi ile uyarilabildigini géstermistir. Distile

su ile hazirlanan piring ortami ko-kiiltiir denemesinde degerlendirilmistir.

A. Carneus ile yapilan ko-kiiltiir denemesinde, uygulama giivenligi agisidan B. subtilis
kullanilmustir. Ciinkii B. Subtilis, insan gastrointestinal sisteminden tograga kadar ¢ok
farkli habitatlarda yasabilen en yaygin ve giivenilir Gram-pozitif bakteridir [83].
Cesitli bilimsel denemelerde kullanilan model organizmalardan biridir ve tiim genom
sekans1 Dbelirlenmistir [84]. Literatiir incelendiginde bakteri-fungus ko-kiiltiir
denemelerinde B. subtilis’in metabolit {iretimi agisindan iyi bir indiikleyici ajan oldugu
rapor edilmistir [61, 85]. Yapilan Kkiiltlivasyon c¢alismalarinin ardindan {iretim
ortamlarinin profilleri degerlendirildiginde ko-kiiltiir ortamindan elde edilen Oziitiin,
fungusun tek basma kiiltiir edildigi ortama gore metabolit cesitliligi agisindan ¢ok
degismedigi gozlenmistir. Ancak hiicreler arasi etkilesimin metabolitlerin
biyosentezinin arttigi goriilmiis (Sekil 5.11) ve kantitatif analizlerle de sonucunda da
biyosentezdeki artig belirlenmistir (Sekil 5.12). Ayrica metabolit izolasyonu
calismalar1 sonucunda diger iki ortamla ayni (bilesik 5-7, 10, 11, 13, 15) kimyasal
yaptya sahip bilesiklerin tiirevleri izole edilmistir. Bu durum kiiltiivasyon sirasinda
hiicreler arasi1 etkilesimin veya deniz tuzunun olmadigi ortamda fungal susun

barmdirdigi metabolik yolaklar1 olumlu yonde indiiklenebildigi ile agiklanabilir.

Aragtirma sonunda A. carneus’dan izole edilen molekiillerin elde edildigi ortamlara
gore dagilimi Sekil 5.14°de belirtilmistir ve 2 yeni molekiiliin yaninda 13 bilinen
molekiil izole edilmistir. Kinazolin tiirevi olan aniquinazoline E, daha 6nce belirtildigi

gibi (-)-chaetominine ve analoglarinin sentezinde kullanilan bir ara metabolittir [68].
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Yapilan ¢aligmada bilesigin tim NMR datalar1 ve absolute konfigiirasyonu ilk kez
bildirilmistir. Ayrica funguslardan metabolit eldesi ile dogal tirtinlerin organik sentezi
karsilastirildiginda maliyet, is yiikii ve zaman agisindan funguslardan iiretimin daha
stirdiirtilebilirdir. Bu durum aniquinazoline E’nin sentezlenmesinde de goriilmektedir
[68]. Yapilan sitotoksisite taramalari sonucunda benzer kimyasal yapiya sahip
aniquinazoline A — D (Artemia salina’ya kars1 LDsg degerleri 1.27, 2.11, 4.95 ve 3.42
uM) ve pozitif kontrol olarak kullanilan Kahalalide F (L5178Y hiicre hattina kars1
ECso degeri 4.3 uM) gore daha giiclii sitotoksik aktivite gostermistir ve bu Sonuglar
degerlendirildiginde aniquinazoline E’nin ilerleyen zamanlar i¢in kanser tedavisinde
kullanilabilme potansiyelinin oldugu yapilan sitotoksisite taramalarinda gozlenmistir.
Bir diger yeni molekiill olan terrelumamide C’nin igerdigi 1-metillumazin-6-
karboksilik asit yapismin dogal kaynaklardan elde edilen molekiillerde rapor
edilmedigi bilinmektedir [76]. Bu da funguslarin yeni dogal tiriin ve kimyasal yapilar1
acisindan onemli birer kaynak oldugunun goéstermistir. Ayrica bilesigin besiyerinin
degismi ile fungus tarafindan sentezlenmesi OSMAC denemelerinin etkinligini
kanitlamistir. Lumazin monomeri ve N-alkil tiirevlerinin sirasi ile metanojenin
biiyiimesini, metan olusumunu [86] ve tiimor nekrosis faktoér-o’nin tiretimini [87],
inhibe ettigi rapor edilmistir. Ancak lumazin iceren molekiillerin yapisal olarak
karmasiklig1 arttik¢a biyoaktivite kaybolmaktadir [76]. Benzer durum terrelumamide
C i¢inde gegerli oldugu soylenebilir. Ciinkii yapilan biyoaktivite testlerinde herhangi
bir aktivite gdzlenmemistir. Ancak sitotoksisite ve antimikrobiyal aktivitlerin disinda

farkli biyokimyasal siireclere etkileri arastirilabilir.

A.carneus susundan izole edilen molekiillerin biyoaktiviteleri degerlendirildiginde
sterigmatocystin ve asteltoksin E’nin fare lenfoma hiicre hatt1 L5178Y ’ye kars1 giiclii
sitotoksik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Sterigmatocystin C-12 pozisyonuna O-
CHjs yerine —OH grubunun gelmesi ile olusan O-demetilsterigmatocystin sitotoksik
aktivitesini olumsuz yonde etkilemistir. Antrakinon tiirevi olan versicolorin C ve
norsolorinic asit bilesiklerinin sahip olefinik yan zincirler sitotoksik aktivitelerini
etkilemistir. Tki molekiil degerlendirildiginde versicolorin C’nin siklik olefenik yan

zinciri, norsolorinic asitin diiz olefenik zincirine gore sitotoksitenin artmasini
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saglamigtir. Molekiillerin antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirildiginde versicolorin
C’nin ve averufinin aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Burada da antrakinon
iskeletine baglanan yan zincirin antimikrobiyal aktiviteyi etkiledigi ve yan zincirinde
oksijen kopriisii olan averufinin S. aureus ATCC 700699 , E. faecalis ATCC 51299,
E. faecium ATCC 35667 ve E. faecium ATCC 700221’¢ karsi daha giiglii aktivite

gostermistir.

Son olarak ko-kiiltiir ortaminda tek fungal kiiltiire gore biyosentezide artis olan
sterigmatocystin ~ ve  O-demetilsterigmatocystin ~ antimikrobiyal  aktivite
gostermemistir. Bu molekiiller dogada hiicreler arasi etkilesimde veya bakteriyel
iirimeyi baskilamak amaciyla fungus tarafindan sentezlenmis olabilecegi seklinde
yorumlanabilir. Ozellikle 40 kat kadar sentezi artan O-demetilsterigmatocystinin
karsilikl1 etkilesimde rol alabilecegi diisiiniilebilir. Yine biyosentezi artan averufin ve
versicolorin C ise dogada fungusun yasadig1 ortamdaki rekabette kendisine iistiinliikk
saglamak ve rakiplerini inhibe etmek i¢in sentezledigi sahip olduklar1 antimikrobiyal

aktiviteden dolay1 varsayilabilir.
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EK A: Aniquinazoline E *H Spektrumu (600 MHz, CDCls)
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EK B: Terrelumamide C *H Spektrumu (600 MHz, DMSO-ds)
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EK C: CD
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