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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

Ascidiacea sınıfına dahil Microcosmus vulgaris’ den biyoaktif etken madde izolasyonu ve yapı 

tayini 

Melek Sertdemir 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

Prof. Dr. Belma Konuklugil 

Doğal kaynaklı etkili maddelerin eldesi, farmasötik endüstrisinde kullanılmak üzere üretilecek 

bileşiklerin ilk adımıdır. Bu amaçla elde edilen birçok doğal kaynaklı etkili madde, yapılan 

uzun çalışmalar sonucu, hastalıklara çözüm olacak ya da kozmetik olarak kullanılabilecek 

ürünlere dönüşmüştür. Bitki kaynaklı doğal ürünlerin yanı sıra, yeni bir alan olan deniz 

kaynaklı doğal ürünlerin araştırılması  birçok farklı bileşiğin keşfini de beraberinde 

getirmiştir. Deniz kaynaklı olarak izole edilen ve ilaç haline dönüştürülen Prialt®, 

Lovaza®/Omacor®,  Halaven®, Adcetris®, Carragelose® bunlardan bazılarıdır (1).  

Yondelis ® ilacının etken maddesi olan trabektedin kanser tedavisinde kullanılan ve bir 

tunikat olan Ecteinascidia turbinata’ dan izole edilmiş bir bileşiktir (2). Aplidin® ve 

Lurbinektedin 173’ de yine tunikat kaynaklı ve sırasıyla Faz III ve Faz I/II çalışmaları devam 

eden kanser ilacı adaylarıdır (3).  

Bu çalışmada Kordalılar şubesine ve Ascidae sınıfına dahil bir tunikat olan Microcosmus 

vulgaris ile çalışılmıştır. Bu amaçla biyoaktivite (Sitotoksik, antioksidan, antimikrobiyal ve 

asetilkolinesteraz inhibisyon biyoaktiviteleri) ve izolasyon çalışmaları yapılmıştır. 

Kloroform-metanol (1:1) ile ekstre hazırlanmıştır. Hazırlanan bu ekstre sıvı-sıvı ekstraksiyona 

tabi tutulmuştur. n- bütanol fazı alınmış ve vakum sıvı kromatografisine uygulanmıştır.  

Buradan alınan 2. fraksiyon kolon kromatografisi ile saflaştırılmıştır. Buradan alınan ürün 

NMR’a verilmiş ve yapı 5α- 6α- epoxyergosta 7-en- 3β- ol olarak tespit edilmiştir. 

Ham ekstrenin Hep-2 hücreleri (Human epidermoid cancer cells)’ ne karşı sitotoksik aktivitesi 

incelenmiş  ve IC50 değeri 40.0754 μg/ ml olarak tespit edilmiştir. Antioksidan aktivitesi ise 
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süperoksit radikali süpürücü aktivitesi ölçülerek yapılmış ve 800 μg/ ml konsantrasyonda % 

10’un altında bir aktivite göstermiştir. Bu sebeple SO radikal süpürücü etkisi yok denecek 

kadar azdır.  İzole edilen 5α- 6α- epoxyergosta 7-en- 3β- ol’ün de antioksidan etkisine 

bakılmıştır. Bileşiğin aktivitesi, ham ekstreninkinden fazla olsa da dikkate değer bir aktivite 

bulunmamıştır. Ham ekstrenin, antibakteriyal ve antifungal aktivitesine bakılmıştır. 

Ekstrenin, Acinetobacter  haemolyticus ATCC 19002, Staphylococcus aureus JCSC 4744, 

Cryptococcus neoformans NIH 68, Cryptococcus gattii NIH 112 türlerine karşı düşük 

seviyede antimikrobiyal aktivite gösterdiği görülmüştür. Asetilkolinesteraz inhibisyon 

aktivitesi ölçülmüş ve ham ekstrenin inhibisyon aktivitesinin % 40’ın altında kalması 

nedeniyle inaktif olduğu görülmüştür. 
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ABSTRACT 

MSc Thesis 

Isolation and structure elucidation of bioactive secondary metabolites from sea squirt 

Microcosmus vulgaris 

Melek Sertdemir 

Ankara University Biotechnology Institute 

Prof. Belma Konuklugil 

 

Isolation of natural products is the very first step for a product which can be apply to 

pharmaceutical industry. For this purpose, lost of natural products have been isolated and with 

long time studies they became products to use as pharmaceuticals, cosmetics, nutritional 

supplements, molecular probes, fine chemicals and agrochemicals (4). Isolation of natural 

products from marine organisms is a new trend in the world and especially in Turkey. In recent 

years, a significant number of novel metabolites with potent pharmacological properties has 

been discovered from the marine organisms (1).  Attention has been focused more recently on 

ascidians because of their biologically active metabolites (5). Trabectedin is a novel alkaloid 

and  the active substance of Yondelis® which is isolated from a tunicate Ecteinascidia 

turbinata. Trabectedin was found to be especially effective against solid tumors. Aplidin® 

and Lurbinectedin 173 are compounds isolated from tunicates Aplidium albicans and 

Ecteinascidia turbinata that still in Phase III and Phase II studies for cancer treatment (6). 

Ascidians have a great potential to be discovered by scientists. 

Microcosmus vulgaris collected by scuba-diving by Dr. Bülent Gözcelioğlu from Agean Sea. 

Sample was cut into small pieces and  homogenized and extracted with chloroform- methanol 

(1:1). This extract was then subjected to repeated column chromatography, to obtain steroids. 

Isolation of 5- 6- Epoxy sterol from n- butanol fraction was done by coloumn chromatography 

with using silica gel as stationary phase and dicholoromethane- methanol with gradient elution 

as mobile phase. Initial analysis for compound done by Thin Layer Chromatogrphy (TLC). 
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Structure eludication of 5α- 6α- epoxyergosta 7-en- 3β- ol was done by Nuclear Magnetic 

Resonance (NMR) Spectroscopy.   

Cytotoxicty of M. vulgaris extract against Hep-2 cell line was determined with MTT method. 

IC50 value of extract determined as 40.0754 μg/ ml. Antioxidant activty of extract determined 

with radical scavenging activity. Extract showed under 10% of activty at 800 μg/ ml 

concantration. Antioxidant activty of 5α- 6α- epoxyergosta 7-en- 3β- ol was more than crude 

extract but again not very high. According to antimicrobial activty assay, extract showed low 

activty againts Acinetobacter  haemolyticus ATCC 19002, Staphylococcus aureus JCSC 

4744, Cryptococcus neoformans NIH 68, Cryptococcus gattii NIH 112. Extract revealed to be 

inactive on the AChE inhibition assay.  
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PBS   Fosfat tamponlu salin 

SDA   Sabouraud Dekstroz Agar 

SDS   Sodyum Dodesil Sülfat 

SO   Süperoksit 

UV              Ultraviyole  

VSK   Vakum Sıvı Kromatografisi 

YBSK   Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi 

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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1. GİRİŞ 

Dünya’mızın uzaydan çekilen görüntülerine bakıldığında en başta göze çarpan ve büyük bir 

bölümünü kaplayan şeyin su olduğu görülür. Bu suyun ise % 95’ini okyanuslar oluşturur (7). 

‘World Register of Marine Species (WoRMS)’in veritabanına bakıldığında 226, 248 deniz 

canlısı türü tespit  ve kabul edilmiş durumdadır (8). Duruma bu şekilde bakıldığında, 

okyanuslar üzerinde yapılacak çalışmalar karada yapılacak çalışmalara göre çok daha fazla 

olmalıdır.  

Doğal kaynaklı ürünler, bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi biyolojik bir kaynak 

tarafından üretilen ve sadece belirli bir taksonomik aile, cins, tür ya da bir organizmaya has 

olan moleküllerdir. Primer metabolitler canlının büyümesi, gelişmesi ve üremesinde görev 

alırken, sekonder metabolitler organizmanın normal büyümesi, gelişimi ve üremesinde 

birincil bir göreve sahip değildirler. Sekonder metabolitler, organizma tarafından genellikle 

avcıya karşı direnç, yer ya da yiyecek için rekabete dayalı durumlar, çiftleşme için iletişim, 

avlanma, quorum sinyalleşme gibi ekolojik ilişkilerde kullanılan moleküllerdir. (1). Canlının 

ürettiği bu bileşikler, yoğun araştırmalar sonucunda hastalıkların tedavisinde ya da kozmetik 

endüstrisinde kullanılabilecek ürünlerin temelini oluştururlar. Örneğin, meme kanserinin 

tedavisinde çok yaygın olarak kullanılan paklitaksel (Taxol®), pasifik porsuk ağacı olarak 

bilinen Taxus brevifolia’ dan; Estée Lauder’ in cilt bakım ürünü olan Resilience® da ise 

yaşlanma karşıtı olarak kullanılan pseudopterosinler bulunur ve gorgonion mercanı olan 

Pseudopterogorgia‘ dan izole edilmiştir (4,9).  

Deniz kaynaklı sekonder metabolitlerin de sahip olduğu anti-tümör, anti-proliferatif, 

fotoprotektif, antibiyotik ve antimalaryal aktiviteler gibi aktiviteler farmasötik endüstrisi için 

her geçen gün daha fazla ilgi çekici bir saha haline gelmiştir. Aynı trendleri takip ederek 

kozmetik endüstrisi için de deniz yeni bileşiklerin keşfi için uygun bir alan haline gelmiştir. 

Deniz kaynaklı olarak izole edilen ve ilaç haline dönüştürülen Prialt®, Lovaza®/Omacor®,  

Halaven®, Adcetris®, Carragelose® bunlardan bazılarıdır (1).   

Çalışılan türlerin % 38’ ini Süngerler, % 20’ sini Mercanlar, % 14’ ünü Yumuşakçalar ve % 

10’ unu Derisidikenliler oluşturmaktadır. Yani incelenen türlerin büyük kısımı bu dört 

filumdan oluşmaktadır. Tunikatların da dahil olduğu Kordalılar 21 517 türe sahip olmasına 

rağmen, yapılan çalışmalar oldukça azdır (10). Bunun yanında deniz canlılarından ilaç olarak 
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kullanıma sunulan ilk ilaç olan Yondelis ® ilacının etken maddesi olan trabektedin kanser 

tedavisinde kullanılan ve bir tunikat olan Ecteinascidia turbinata’dan izole edilmiş bir 

bileşiktir (2). Aplidin ve Didemnin B’de yine tunikat kaynaklı ve faz çalışmaları devam eden 

potanisyel birer kanser ilacıdır. Deniz kaynaklı yeni bileşiklere bakıldığında, tunikat 

kaynaklı yeni bileşikler yüksek bir paya sahip değildir (5). 

Ülkemiz denizlerinde; Marmara Denizi 35, Karadeniz 7, Ege Denizi 40, Akdeniz 36 türe ev 

sahipliği yapmaktadır. Türkiye’de, tunikatların da dahil olduğu Kordalılar filumu 64 farklı 

türü barındırarak yassı solucanlardan sonra ikinci sırada yer alır. Bu 64 tür içerisinde ise 61 

türle tunikatlar alt-filumu en büyük sayıya sahiptir (11).  

Üç tarafı denizlerle çevrili olan ülkemizde deniz kaynaklı sekonder metabolitler  ve bunların 

biyoaktiviteleri ile ilgili çalışmalar  oldukça azdır. Bu çalışmalar deniz algleri ile başlamış 

olup son yıllarda diğer deniz canlılarının da araştırılmasına başlanmıştır (12). 

Türkiye’de deniz kaynaklı olarak yapılan çalışmaların içinde tunikatlarla yapılan 

çalışmaların sayısı oldukça azdır. Bu kapsamda yapılan çalışma, ascidiacea sınıfı ile yapılan 

ilk izolasyon çalışmasıdır. 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1. Deniz Kaynaklı Doğal Etkili Maddeler 

Karasal ve deniz kaynaklı ekstrelerin  ilaç, narkotik ya da zehir olarak kullanımı ilkel 

toplumlara kadar dayanır (10). Deniz kaynaklı doğal ürünler, son 75 yılda ortaya çıkmış bir 

konudur. Bu tarih, doğal kaynaklı etkili maddelerin ortaya çıktığı ondokuzuncu yüzyıla 

oldukça uzak bir zamandır. Örneğin 1804 yılında Almanya’da haşhaş bitkisinden 

saflaştırılmıştır.  Bergman’nın 1930 ve 1940’larda birkaç filum ile yaptığı çalışmaların 

ardından, denizin yeni ve biyoaktif bileşikler için zengin bir kaynak olarak tanınması artarak 

devam etmiştir. Faulkner bu alandaki ilk liderlerden biridir ve 1975’de deniz kaynaklı etkili 

maddeler: marin toksinler, deniz kaynaklı doğal ürünler kimyası ve deniz kimyasal ekolojisi 

alanlarının paralel alanlar olduğunu belirtmiştir.  

Denizler oldukça geniş bir biyoçeşitliliğe sahip ve oldukça kompleks bir çevredir. Birçok 

deniz kaynaklı etkili maddenin deniz canlılarının dokularında olduğu ve bu sebeple o canlıya 

has ürünler olduğu artık biliniyor. Bununla beraber daha birçok ürün, o canlı ile endo- ya da 

epibiyotik ilişki içinde olan mikroorganizmalarca da üretiliyor. 

Denizin bir kaynak olarak zenginliğini daha iyi anlayabilmek için Çizelge 2.1’ de canlılardan 

izole edilen madde sayısı ve yapılan yayınların sayısı verilmiştir (10).  

 

Çizelge 2.1 Hayvanlar için karşılaştırmalı izolasyon ve yayın çalışmaları (10) 

Taksa 

 

Marin 

türleri 

 

Yeni 

bileşik 

izole 

edilen 

türler 

Çalışılan 

türler 

 

İzole 

edilen 

bileşikler 

 

Yeni 

bileşiklerle 

ilgili çıkan 

yayınlar 

Toplam 

yayınlar 

 

Hayvanlar 

Acanthocephala 600 

 

– – – – – 

Annelida 12148 14 52 48 25 90 

Arthropoda 47217 9 77 11 10 88 

Brachiopoda 550 – 2 – – 2 

Bryozoa 5700 28 77 172 75 334 
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Çizelge 2.1 (Devam)       

Cephalorhyncha 156 – – – – – 

Chaetognatha 121 – – – – – 

Chordata 21517 184 475 957 396 1513 

Cnidaria 9795 415 806 3909 1307 2545 

Ctenophora 166 – – – – – 

Cycliophora 1 – – – – – 

Echinodermata 7000 205 407 1172 446 852 

Echiura 176 – – – – – 

Gastrotricha 395 – – – – – 

Gnathostomulida 97 – – – – – 

Hemichordata 106 3 18 29 12 68 

Kamptozoa 170 – – – – – 

Mesozoa 106 – – – – – 

Mollusca 52 525 201 587 1046 459 1729 

Nematoda 12 000 2 7 2 3 9 

Nematomorpha 5 – – – – – 

Nemertea 1200 – 1 – – 7 

Onychophora 0 – – – – – 

Phoronida 10 – – – – - 

Placozoa – – – – – – 

Platyhelminthes 15 000 2 8 2 2 63 

Porifera 5 500 878 1554 7024 2686 6296 

Rotifera 50 – – – – – 

Sipuncula 144 – – – – – 

Tardigrada 212 – – – – – 

Total 192 667 1941 4071 14372 5421 13596 

 

Çizelge 2.1’de görüldüğü gibi çalışılan türler, tüm deniz türlerinin sadece % 2.1’ini 

oluşturmaktadır. Bu çalışılan türlerin % 38’ini süngerler, % 20’sini mercanlar, % 14’ünü 

yumuşakçalar ve % 10’unu derisidikenliler oluşturmaktadır. Yani incelenen türlerin % 82’si 
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bu dört şubeden oluşmaktadır. Tunikatların da dahil olduğu kordalılar 21 517 türe ev 

sahipliği yapmasına rağmen, yapılan çalışmalar oldukça azdır. 

Son 30 yıldır deniz canlılarından birçok bioaktif bileşik izole edilmiş ve bir kısmı geniş çaplı 

biyolojik değerlendirme altına alınırken, bazıları da faz denemelerine girmiştir. Çizelge 

2.2’de 40 adet biyoaktif bileşik ve kaynakları verilmiştir (10). 

Çizelge 2.2 Deniz canlılarından izole edilen bazı bileşikler ve kaynak canlının şubesi (10) 

İsim Şube  

Marinomycins Aktinobakteri  

Saliniketal A/B Aktinobakteri  

Salinosporamide Aktinobakteri  

Thiocoraline Aktinobakteri  

Bryostatin 1 Yosun  

Ascididemin Kordalı  

Aplidine Kordalı  

Diazonamide A Kordalı  

Didemnin B Kordalı  

Yondelis Kordalı  

Meridianins Kordalı  

Vitilevuamide Kordalı  

Squalamine Kordalı  

Eleutherobin Mercan  

Pseudopterosin Mercan  

Apratoxin E Siyanobakteri  

Coibamide A Siyanobakteri  

Cryptophycins Siyanobakteri  

Curacin A Siyanobakteri  
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Çizelge 2.2. (Devam)   

Largazole Siyanobakteri  

Symplostatin 1 Siyanobakteri  

Dolastatin 10 Yumuşakça  

Indirubins Yumuşakça  

Kahalalide F Yumuşakça  

Prialt Yumuşakça  

Spisulosine Yumuşakça  

Bengamide Sünger  

Dictyodendrin Sünger  

Dictyostatin Sünger  

Discodermolide Sünger  

Dysidiolide Sünger  

Halichondrin B Sünger  

Hemiasterlin Sünger  

Jaspamide Sünger  

Laulimalide Sünger  

Nakijiquinone Sünger  

Peloruside Sünger  

Phorboxazole Sünger  

Salicylihalamide A Sünger  

Variolin Sünger  

2.2. Kordalılar Şubesi 

‘Chordata’ Yunancada ‘ip üzerinde dizili’ anlamına gelmektedir. Bu şubenin üyelerini diğer 

şubelerden ayıran dört adet tanımlayıcı özellik vardır. Bunlar, 
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1. Sinir şeridi dorsalde ve içi boş. 

2. Vücut, gelişimin bazı safhalarında arkenteronun üstünden oluşan ve hayvanın karın 

uzunluğu boyunca anteriordan posteriora devam eden sinir şeridinden oluşmuş sert 

yapı (notokord) ile desteklenir. 

3. Fariks çok sayıda silli yarıklardan oluşmuş (stigma) delikli bir yapıdadır. 

4. Vücut anüsün arkasından uzayan bir kuyruk ile sonlanır (postanal kuyruk). 

Kordalıların bir alt şubesi olan omurgalılar, içerdiği pirimatlar, kediler, kuşlar ve diğer iyi 

bilinen 48 000 türe ek olarak, omurgasız tunikatlardan ve kafatassızlardan 2200 canlıyı 

kapsar. Omurgasız kordalıların hepsi suculdur. Omurgalı akrabaları gibi omurgasız 

kordalılar da en azından hayatlarının belirli bir safhasında tanımlayıcı özellikleri gösterirler. 

Tunikatlar altşubesi omurgasız kordalıların % 90’ını kapsar. 

Alt şube Cephalochordata (=Acrania) 

Yunancada başı kordalı anlamına gelen cephalochordata için tanımlayıcı özellikler: 

Notokord, sinir şeridinin arkasından hayvanın anterior ucuna kadar uzar; kısalabildiği gibi 

yoğun miyozin flamentleri içeren disk serisi ile uzunlamasına biçimlenebilir. 

Cephalochordatlar küçük (10 cm’den biraz uzun), lateral olarak yassılaşmış deniz 

omurgasızlarıdır. 18S rRNA gen dizilerinin karşılaştırılması, omurgalı olmayan 

akrabalarımız arasında insana en yakın grubun cephalochordatlar olduğunu göstermektedir.  

Alt şube Tunikatlar (=Urochordata) 

Tunikatlar için notokord ve sinir şeridi sadece larval safhada bulunması ve metamorfoz 

sırasında sindirilmesi tanımlayıcı özelliktir. Tunikatlar, parazitik tür içermeyen nadir 

taksonomik gruplardandır. Bu altşubenin üyeleri, metamorfozdan sonra iyice belirgin olan 

görünümlerinden dolayı ‘tunikatlı’ olarak anılmışlardır (13).  

2.3. Tunikatların genel özellikleri 

Laticede ‘tunic’ katlanmış, urochordata ise Yunancada kuyruğu ipli anlamına gelmektedir. 

Tulumlular, kuyruğu kordalılar daha yaygın olarak tunikatlar olarak bilinirler. 1600 

civarında türü içerirler. Denizin sığ sularından, derin bölgelerine kadar tüm yerlerinde 

bulunabilirler. Yetişkin halde çoğu sesildir. Tunikat adını sert ve ölü, hayvanın çevresini 

saran selüloz yapıdaki ‘tunik’ den alırlar. Yetişkin halde tunikatlar hayli özelleşmiş 

kordalılardır. Birçok tür için, mikroskopik ölçekte görülen larval form kordalıların beş temel 

özelliğini taşır. Kordalıların bu beş temel özelliği: Notokord; dorsal, tübüler sinir şeridi; 
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faringeal cepler ve yarıklar; endostil; postanal kuyruktur (14). Şekil 2.1 bu özellikleri 

göstermektedir. 

 Notokord, esnek, çubuk benzeri bir yapıdır ve vücut boyunca uzanır. Embiryoda 

oluşan ilk iskeletsel yapıdır. Tunikatlarda, yetişkin metamorfozunda, kuyruk 

kısmında yer alan notokord kuyrukla beraber kaybolur. 

 Dorsal tübüler sinir şeridi, kordalılarda, tekil kord sindirim borusuna dorsaldır ve 

tübüler şekildedir. Ön kısım genişleyerek omurgalılarda beyni oluşturur. Dorsal sinir 

şeridi yetişkin metamorfozu ile birlikte tek bir gangliona indirgenir. 

 Faringeal yarıklar, faringeal boşluktan dışarıya doğru olan açıklıklardır. Sucul 

kordalılarda iki cep faringeal yarık oluşturmak üzere faringeal boşluğa doğru kıvrılır. 

Yırtılmış yutak filtre-beslenme kısmı olarak evrilmiştir. Yemek parçacıklarının asılı 

olduğu su, ağızdan silya hareketi ile alınır ve faringeal yarık boyunca akarak 

mukusun yemeği tutmasını sağlar. 

 Endostil, Faringeal yüzeyde bulunan endostil, küçük yemek parçacıklarını tutan 

mukusu salgılar ve faringeal boşluğa getirir. 

 Postanal kuyruk, somatik kas yapısı ve sabitleyici notokord ile larval tunikatların ve 

amfiyoksüsun hareketliliğini sağlayan yapıdır. Vücudun son kısmında, boşaltım 

açıklığının altında bulunan bir yapıdır ve sudaki itici gücü oluşturmayı sağlar (14). 

 
Şekil 2.1. (a) Notokord (b) Dorsal tübüler sinir şeridi (c) Faringeal cepler (d) Endostil (e) 

Postanal kuyruk (14) 
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Tulumlular üç sınıfa ayrılırlar:  

 Tunikatlar (Ascidiacea)       

 Salpalar (Thaliacea)          

 Ekliceler (Appendicularia) 

Tunikatlar (Ascidiacea)  üyeleri en bilindik ve yaygın olarak görülenleridir. ‘Sea squirt’ 

olarak da anılırlar çünkü rahatsız edildiklerinde çıkış sifonu aracığılıyla su fışkıtırlar. Tüm 

tunikat  türleri sesildir ve sert bir yüzeye (kaya, gemi batığı vb.) tutunarak yaşarlar. Tekil, 

kolonize ya da bileşik halde bulunabilirler. Bazı bileşik tunikatlarda her bir üye kendi alıcı 

sifonuna sahipken, grup tek bir çıkış sifonunu paylaşır.  

Tekil tunikatlar (Şekil 2.2 ) çoğunlukla yuvarlağımsı  ya da silindirik yapıdadır. Dışarıdan 

görülen: Vücudun anterior kısmında oral sifon ve dorsal kısmında bulunan atrial sifon. Tunik 

soyulduğunda içte bir membran (mantle) bulunur. Su oral sifondan içeri girer ve büyük, 

kirpikli yutak içine alınarak yarıklar aracılığıyla düzenli bir sepet örgüsü yapısından perfore 

edilir. Su atrial boşluğa akar ve atrial sifondan dışarı verilir. 

 
Şekil 2.2 Bir tunikatın genel yapısı (14) 
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Beslenme, endostil tarafından salınan mukus ağının yapısına bağlıdır. Oral açıklığa getirilen 

yiyecekler mukus ağına takılır ve siller aracılığıyla özofagus ve mideye taşınır. Besinler 

midgut tarafından absorbe edilirken, atıklar atrial sifona yakın duran anüsten atılır.  

Dolaşım sistemi, ventral bir kalp ve her iki tarafında bulunan büyük kuyudan oluşur. Bu 

kuyular, daha küçük kuyucukların difüzyon sistemine bağlantılıdır. Diğer hiçbir kordalının 

sahip olmadığı ilginç bir davranışları vardır: Kalp kanı birkaç kalp atımı boyunca bir yönde 

pompaladıktan sonra dururak ardından birkaç kalp atımı boyunca tam aksi yöne akıtır. Bir 

diğer şaşırtıcı özellik ise kanlarında bulunan yüksek miktardaki nadir elementlerdir 

(vanadyum ve miyobyum gibi). Bir tunikat olan Ciona’daki vanadyum konsantrasyonu 

deniz suyunda bulunandan 2 milyon kat fazladır. Bu nadir elementlerin organizmadaki 

görevi hala çözülememiştir. 

Sinir sistemleri bir sinir ganglionu ile sınırlıdır ve bu sinir ağı yutağın dorsal kısmında uzanır. 

Tunikatlar hermofrodittirler. Genelde tek bir hayvanda bir yumurtalık ve bir testis bulunur. 

Germ hücreleri, kanallar aracılığıyla atrial boşluğa ardından da döllenmenin gerçekleştiği 

çevreleyen suya taşınır. 

Yetişkin tunikatlar, kordalıların beş karakteristik özelliğinden ikisini gösterirler: faringeal 

yarıklar ve endostil. Bununla birlikte larval formları kordalılarla asıl ilişkilerini açığa çıkarır. 

Larva, kendini dik bir şekilde katı bir yüzeye tutturmadan önce birkaç saat ya da gün boyunca 

serbest bir formda denizde yüzer. Ardından sesil bir yetişkin olmak için metamorfoz geçirir 

ve neredeyse bir kordalı olarak tanınamaz (14). 

 
Şekil 2.3 Larval bir tunikatın yetişkinliğe metamorfozla geçişi (14) 
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2.4. Tunikatların Dünya’daki ve Türkiye’deki dağılımları 

Şekil 2.4’de Dünya’daki değişik bölgelerin tür zenginliği gösterilmiştir. Bu türlerin 

zenginliğini gösteren bazı bölgelerin listesi Çizelge 2.3’de verilmiştir. En çok tür sayısına 

sahip bölge Indo-Pasifikte bulunan ve 317 farklı türe ev sahipliği yapan Yeni Kaledonya, 

187 türe sahip Batı pasifik okyanusu, 117 ve 102 türe sahip Siam’a ait Guam ve Gulf 

bölgeleridir. Avustralya ve Yeni Zellanda’da yapılan çalışmalar sonucu 717 tür 

Avustralya’da, 249 tür Tazmanya’da 124 tür ise Yeni Zellanda’da bulunmuştur. Akdeniz 

Bölgesi’nde 229 tür vardır. Karadeniz ise 10 farklı türle en az türe ev sahipliği yapan bölgedir 

(15). Türkiye’de tunikatların dağılımı Çizelge 2.4’de verildiği gibir. 

 

Şekil 2.4 Tunikatların dünya üzerindeki tür sayısı dağılımları (15) 

Çizelge 2.3 Tunikatların dünya üzerindeki bazı bölgelerde tür zenginliği (15) 

Alan Tür sayısı 

Avustralya 717 

Yeni Kaledonya 317 

Tazmanya 249 

Akdeniz 229 

Karadeniz 10 
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Çizelge 2.4 Tunikatların Türkiye’deki tür dağılımı ve bulunduğu bölgeler (11) 

Aile Lokasyon Tür sayısı 

Ascidiidae KD, MD, ED, AD 9 

Clavelinidae ED, AD 2 

Cionidae KD, MD, ED, AD 2 

Corellidae MD 1 

Diazonidae MD, ED, AD 2 

Didemnidae MD, ED, AD 3 

Molgulidae KD, MD, ED, AD 6 

Polyclinidae MD, ED, AD 4 

Polycitoridae MD 1 

Pycnoclavellidae MD, ED, AD 3 

Pyuridae MD, EG, AD 9 

Styleidae KD, MD, ED, AD 8 

KD: Karadeniz; MD: Marmara Denizi; ED: Ege Denizi; AD: Akdeniz 

 

Şekil 2.5 Kordalılara (CHO) dahil canlıların Türkiye’deki bölgelere göre tür sayısı (11) 
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2.5. Tunikatların kimyasal içeriği 

Tunikatlar, kimyasal olarak nitrojen bileşiklerinin ağırlıklı olduğu bir içeriğe sahiptir. Birçok 

peptit ve depsipeptit ve bazen de farklı amino asitler içerirler. Heterosiklik alkaloitler bolca 

bulunur. Non-nitrojen bileşikler olan sekonder metabolitler sayıca daha azdır. Karotenoit, 

steroit ve terpenoitlerin dışında, makrosiklik laktonlar, polieterler, siklik peroksidazlar ve 

basit alkil sülfatları da içeren önemli sayıda bileşik tanımlanmıştır (10) . Ascidiacea sınıfında 

sülfür içerikli molekül içeriği oldukça fazladır, bu durum deniz canlıları için alışılagelmişin 

dışındadır. Tunikatlardan sülfitler/polisülfitler, sülfür heterosiklikler ve alkil sülfatlar izole 

edilmiştir. Bu bileşiklerden bazıları Ascididae ve Pyuridae ailelerinin tekil tunikatlarında ve 

Polyclinidae türlerinin kolonilerinde  kayde değer ölçüde bulunmaktadır (16). Tunikatlardan 

izole edilen bileşik türleri şu şekilde sıralanabilir: 

 Alkaloitler 

o Piridoakridin polisiklik aromatik alkaloitler  

o Karbolin temelli polisiklik aromatik alkaloitler  

o İndol temelli alkaloitler  

o Tirozin ve fenilalanin türevi alkaloitler  

o Lizin türevi alkaloitler 

o Protoalkaloitler 

 Peptitler 

o Tunikrom ve benzeri bileşikler 

o Siklik Peptitler  

o Depsipeptitler 

o Lineer Peptitler  

 Meroterpenoitler 

 Diğer nitrojen içermeyen bileşikler  

o Spiroketal içeren ürünler  

o Nitrojen içermeyen  feninalanin ya da tirozin türevli metabolitler 

o Stolonoksitler ve stolonik asitler  

 Sülfür-içerikli metabolitler (10) 
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2.6. Tunikatlardan izole edilmiş bileşikler 

2.6.1. Ascididemnin 

1988 yılında Okinawa (Kerama Adaları)’ dan toplanan Didemnum sp. olan bir tunikat ile 

Japonya’ da çalışmalar yapılmıştır. Yapılan çalışmada türün metanollü ekstresi hazırlanmış 

ve etil asetat ile su kullanılarak sıvı sıvı ekstraksiyona tabi tutulmuştur. Etil asetatta çözünen 

kısım antilösemi aktivite gösterdiğinden, ekstrenin bu kısmnı ile çalışmalara devam edilmiş 

ve sarı bir katı halinde ascididemnin izole edilmiştir. Ascididemnin, pentasiklik aromatik bir 

alkaloittir. Molekül formülü C18H9ON3 olan ascididemninin yapısal formülü Şekil 2.6’ da 

verildiği gibidir. 

 
Şekil 2.6 Ascididemnin' in yapısal formülü (17) 

 

Ascidideminin in vitro olarak L1210 fare lösemi hücrelerine karşı IC50 değeri 0.39 μg/ml 

değeri ile sitotoksisite göstermiştir. Ayrıca çok iyi bilinen bir Ca-salıcı olan kafeinden yedi 

kat fazla Ca-salıcı aktiviteye sahiptir (17).  

Daha sonra yapılan çalışmalar da ascididemninin in vivo ve in vitro olarak tümör hücrelerine 

karşı sitotoksik aktivitesinin olduğunu göstermiştir. Ascididemnin topoizomeraz II’ yi inhibe 

ettiği ve topoizomeraz II- aracılı DNA ayrılmasını indüklediği görülmüştür (18). 

2.6.2. Aplidin (Dehidrodidemnin B) 

Didemninler, tunikatlardan izole edilmiş, sitotoksik özellikli, yüksek molekül ağırlıklı 

makrolit siklodepsipeptitlerdir. Didemnin B, kanser hastalarında klinik I/II çalışmalarına 

girmiş ilk ascidiacea sitotoksinidir. Bununla birlikte, kas ve kalp kaslarında toksisiteye sebep 

olduğundan, daha iyi teröpatik etki gösteren moleküller türetilme çalışmaları başlamıştır 

(19).  Aplidium albicans’ dan izole edilen Aplidin, Plitidepsin ve Dehidrodidemnin B olarak 
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da bilinen ve Didemnin B’ ye benzer; ancak yan zincirde  bir  n- laktil piruvil grup içerir. 

Bununla birlikte antitümor kapasitesi Didemnin B ‘den çok daha fazladır. Didemnin B’ ye 

yapısal benzerliği ve nispeten küçük boyutlu oluşu etkili didemnin analogları üretimini 

sağlamıştır. Aplidin birçok sitotoksik mekanizmaya sahiptir: Mitokondri ilişkili apoptoz, 

vasküler endotelial büyüme faktörü (VEGF) salınımının bloke edilmesi, p53- bağımlı 

apoptoz, hücre döngüsünü G1-G2 de durdurması ve reseptör proteinlerin inhibisyonu (2).  

 

(a)                                                                       (b) 

Şekil 2.7 (a) Aplidium albicans (19) ve (b) Aplidinin kimyasal yapısı (18) 

2.6.3. Diazonamit A 

1991 yılında yapılan çalışmada, koloni halinde bulunan bir tunikat türü olan Diazona 

chinensis ile çalışılmıştır. Örnek, Filipinler’ de bulunan Siquijor Adaları bölgesinden, küçük 

mağaraların tavanlarından toplanmıştır. Ekstre hazırlanmış ve hekzan, metanol, bütanol ve 

su ile sıvı- sıvı ekstraksiyon yapılmıştır. Bütanollü ekstreden Diazonamit A ve Diazonamit 

B izole edilmiştir. Bileşikler sitotoksik aktivite göstermiştir (20). Şekil 2.8’ de Diazonamit 

A’ nın yapısı verilmiştir (21).  

 
Şekil 2.8 Diazonamitin kimyasal yapısı (21) 
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2.6.4. Didemnin B 

Didemnin B ilk olarak 1981’ de Trididemnum solidum’ dan izole edilmiş ve antiviral ve 

sitotoksik özellikler göstermesi ile faz çalışmalarına giren ilk deniz kaynaklı bileşik olmuştur 

(2). Şekil 2.9’ da Didemnin B’ nin kimyasal yapısı verilmiştir (22). Didemnin B in vitro ve 

in vivo olarak antitümör biyoaktivite göstermiştir (0.001 μg/ml L1210 lösemi hücrelerinin 

büyümesine % 50 oranında inhibisyon). Antitümör etkisinin yanı sıra antiviral aktivite de 

göstermiştir (23). Bileşik protein sentezini ve hücre büyümesini EF-2 bağımlı ribozomal 

translokasyonu önleyerek engeller ve ayrıca protein kinaz bağımlı apoptozu indükler. Birçok 

kanser hattına karşı gösterdiği ilk başarılarla Faz I ve Faz II çalışmalarında çalışılmıştır. 

Bununla birlikte, anafilaksi ve nöromusküler toksiste gibi yan etkiler göstermesi sebebi ile 

bu klinik çalışmalar 1990’ da askıya alınmıştır. Bu bir hüsran gibi görülse de antitümor 

bileşiklerin tunikatlardan elde edilebileceğine dair düşünceleri beslemiştir. Nitekim daha 

etkili bileşikler, devam eden çalışmalarda izole edilmiştir (2). 

 
Şekil 2.9 Didemnin B' nin kimyasal yapısı (22) 

2.6.5. Ecteinascidin 743 (Trabektedin) 

Trabektidinin keşfi ile deniz canlıları muhteşem bir başarı elde etmiştir. Trabektedin (ET-

743) Ecteinascidia turbinata’ dan izole edilmiş bir bileşiktir. Kimyasal yapısında üç adet 

birleşik tatrahidroizokinolin halka yaspına sahip bir alkaloittir. Şekil 2.10’ da trabektedinin 

kimyasal yapısı görülmektedir (24). Pharma Mar tarafından YondelisTM adı ile market satışı 

bulunan tek deniz kaynaklı antitümor ilaçtır. Bununla birlikte çok az miktarda izole 

edilebilmeleri klinik çalışmalar için yeterli miktara erişilememesine sebep olmuştur. Bu 
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durumun aşılması için iki yol kullanılmıştır: Trabektedin için artırılan su kültürü 

yetiştiriciliği ve bileşiği oluşturmak için semi-sentetik yaklaşımlar (2).  

Bileşik yeni bir kimyasal yapıya ve tümör hücre hattına in vitro ve in vivo modellerde 

oldukça farklı ve etkili bir sitotoksisite gösterdiği için klinik çalışmalara alınmıştır. 

Trabektedinin etki mekanizması, kanser  kemoterapisinde kullanılan diğer DNA-bozucu 

ajanlardan farklı bir mekanizmaya sahiptir (25). Trabektedinin antitümör aktivitesi sadece 

tümör hücrelerine etki etmek değil, aynı zamanda tümör mikroçevresine de etki etme 

yeteneğine de bağlıdır. Bu sebeple trabektedin, kanserin biyolojisini hedef alan anahtar bir 

bileşik olduğundan oldukça önemli bir antitümör ajandır. Yumuşak doku sarkomasının ve 

pegile edilmiş liposomal doksorubisin ile birlikte kullanılarak tekrar platin hassas olan 

yumurtalık kanseri hastaların tedavisinde kullanılmaktadır (26).  

 
Şekil 2.10 Trabektedinin kimyasal yapısı (24) 

2.6.6. Vitilevuamit 

Vitilevuamit, on üç aminoasitten oluşan bisiklik bir peptittir. Didemnum cuculiferum ve 

Polysyncranton lithostrotum olmak üzere iki farklı tunikattan izole edilmiştir (27).  

Vitilevuamitin yapısı Şekil 2.11’ de verilmiştir. Tübülin polimerizasyonunu inhibe eder. 

Vitilevuamit, birçok tümör hücre hattının büyümesini G2/M hücre döngüsünde inhibe eder. 

12-30 mg/kg dozlarda, 1, 5 ve 9. günlerde lösemi hücresi ekilmiş farelerin ömrünü arttırdığı 

görülmüştür (28). 
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Şekil 2.11 Vitilevuamitin kimyasal yapısı (28) 

2.7. Microcosmus vulgaris’ den izole edilen bileşikler ve biyoaktiviteleri 

Yapılan literatür taramasında bu türle yapılan izolasyon çalışmalarını içeren dört adet kaynak 

bulunmuştur. Çalışmalar Anna Aiello ve çalışma arkadaşları tarafından Napoli, İtalya’da 

gerçekleştirilmiştir. 

2000 yılında yapılan çalışmada, in vitro olarak, antiproliferatif etki göstermiş olan yeni bir 

n- metilpiridinyum alkaloiti izole edilmiştir. Bu amaçla, hayvanın dış çevresini saran tunik 

ayrılmış ve tüm vücut metanolle (MeOH) (4x300 ml) ile ekstre edilmiştir. Sıvı-sıvı 

ekstraksiyonun ardından, n- BuOH fazından çeşitli kromatografik yöntemlerle, sulkatin 

(Şekil 2.12) saf olarak elde edilmiştir. Sulkatin tunikatlardan izole edilen ilk piridin 

alkolitidir (29). 

 
Şekil 2.12. Sulkatinin kimyasal formülü (29) 

Sulkatinin antiproliferatif etkisi J774 (fare monosit/makrofaj) ve WEHI 164 (fare 

fibrosarkoma) hücre hatları üzerine in vitro olarak test edilmiştir. Sulkatinin 96 saat sonunda 

her iki hücre hattındaki büyümeyi inhibe ettiği görülmüştür (Şekil 2.13) (29). 
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Şekil 2.13 Sulkatinin IC50 (μg/ ml) değeri (29) 

2002 yılında gerçekleştirilen bir diğer çalışmada, yeni bir glikosfingolipit olan sulkakeramit 

(Şekil 2.14 (a)), perasetat formu (Şekil 2.14 (b)) olarak Microcosmus sulcatus’dan izole 

edilmiştir ve yapısı spektroskopik ve kimyasal analizlerle belirlenmiştir. Bunun için, 

hayvanın dış çevresini saran tunik ayrılmış ve tüm vücut iki kez MEOH ve iki kez 

kloroformla (CHCl3) (4x200 ml) olacak şekilde ekstre edilmiştir. Birleştirilen ekstreler su 

ve n- bütanol ile sıvı- sıvı ekstraksiyonu ile edilmiş ve organik faz vakum altında 

kurutulmuştur. Elde edilen ekstreden çeşitli kromatografik yöntemlerle Şekil 2.14 (b) ’ deki 

sulkaceramit perasetat saf olarak elde edilmiştir (30). 

 
Şekil 2.14 Sulkakeramit (a) ve sulkakeramit perasetatın (b) yapıları ve  (b)’nin GC-MS 

analizi ile elde edilen yağ açili ve sfinganin içeriklerini gösterir bilgiler (30) 

6-MP: Antiproliferatif 

etki standartı 
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Glikosfingolipitlerin başkalaşım ve/veya büyüme düzenleyicileri olduklarının 

keşfedilmesinin ardından, deniz omurgasızlarında varoluşu ve kimyasal yapılarının bilgisi 

biyokimyasal evrim açısından ilgi uyandıran bir konu haline gelmiştir. Yakın zamanda 

yapılan çalışmalar, her omurgasız deniz canlısının kendine özgü bir glikosfingolipit profiline 

sahip olduğunu göstermektedir (31). 2003 yılında yapılan çalışmada, üç yeni glikosfingolipit 

(Şekil 2.15 (2a-4a)), perasetatları (Şekil 2.15 (2b-4b)) olarak Microcosmus sulcatus’dan 

izole edilmiştir ve kimyasal yapıları spektroskopik analizlerle aydınlatılmıştır. 2a- 4a 

bileşikleri keramitleri 2,3- dihidroksi asit içeren ilk doğal glikosfingolipitlerdir. 

Ekstraksiyon için, tunik tüm vücuttan ayrılmış ve kalan tüm vücut MeOH ardından  CHCl3 

(4x 200 ml) ile ekstre edilmiştir. Bu iki ekstre birleştirilmiş ve ardından su ve n-BuOH ile 

sıvı sıvı ekstraksiyona tabi tutulmuştur. Organik faz ayrılmış ve vakum altında oganik 

çözücü uçurulmuştur. Elde edilen ekstreden, Şekil 2.15- 2b, 3b ve 4b ‘de verilen bileşikler 

izole edilmiştir (31). 

 
Şekil 2.15 Microcosmus sulcatus’dan izole edilen bileşiklerin yapısı ve ön işlemden 

geçirilmiş fraksiyonların GC- MS sonuçları (31) 
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3. GEREKÇE VE AMAÇ 

Doğal kaynaklı etkili maddelere ilginin artması araştırmacıları yeni kaynaklara 

yönlendirmiştir.  Deniz kaynaklı doğal ürünler  özellikle ülkemizde yeni ve ilgi çekici bir 

alandır. Bu amaçla sünger, mercan, tunikat ve algler gibi birçok deniz canlısı ile çalışmalar 

devam etmektedir. Deniz kaynaklı canlılardan izole edilen ve ilaç haline dönüştürülen 

Prialt®, Lovaza®/Omacor®,  Halaven®, Adcetris®, Carragelose® bunlardan bazılarıdır 

(1). Yondelis ®’in etken maddesi olan trabektedin kanser tedavisinde kullanılan ve bir 

tunikat olan Ecteinascidia turbinata’dan izole edilmiş bir bileşiktir. Aplidin ve Didemnin B 

de yine tunikat kaynaklı ve faz çalışmaları devam eden potansiyel birer kanser ilacıdır.  

Türkiye’nin üç tarafının denizlerle çevirili olması, tür zenginliği ve bu türlere ulaşmada 

kolaylık olarak büyük bir avantajdır. Yapılacak bu çalışma, Ascidiacea sınıfına ait bir tunikat 

olan Microcosmus vulgaris’ den etkili madde izolasyonu ve biyoaktivite çalışmalarını 

kapsayacaktır. Bu alanda yapılacak çalışmalar, tunikat kaynaklı biyoaktif doğal ürünlere 

katkı sağlayacaktır. 
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4. MATERYAL VE YÖNTEM 

4.1. MATERYAL 

4.1.1. Microcosmus vulgaris 

Microcosmus vulgaris’in sınıflandırması aşağıdaki gibidir. 

Araştırma materyali, Mart 2015 tarihinde Ege Bölgesi (İzmir) ’den Dr. Bülent Gözcelioğlu 

tarafından 40 metreye kadar olan derinliklerden toplanmıştır. % 70‘lik etanol içerisinde 

örnek laboratuvara aktarılmıştır. Tür teşhisinin Dr. Bülent Gözcelioğlu tarafından 

yapılmasının ardından, ekstraksiyon yapılacak kısım ayrılmış ve numune olarak bir örnek 

de Ankara Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Farmakognozi A.B.D. araştırma laboratuvarına 

stoklanmıştır. Şekil 4.1‘de hayvanın fotoğrafı ve toplandığı bölge verilmiştir. 

   

Hayvan (Alem)

Chordata (Şube)

Tunicata (Alt Şube)

Ascidiacea (Sınıf)

Pyuridae (Familya)

Microcosmus (Tür)

Microcosmus vulgaris (Cins)

Şekil 4.1 (a) Toplanma bölgesi (b) Microcosmus vulgaris (40) 
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4.1.2. Kullanılan kimyasallar ve materyaller 

Bu kısımda kullanılan kimyasalları ve ekipmanlar özetlemiştir. 

Kimyasallar ve materyaller 

 Çözücüler:  Metanol, kloroform, hekzan, etil asetat, n- bütanol, diklorometan, distile 

su, dimetil sülfoksit 

                   YBSK’ da kullanılan çözücüler yüksek saflıkta metanol ve nanopure su 

 Kolon dolgu malzemeleri:  Silika jel 60 (Normal faz) (Merck) 

                                           Sefadeks LH- 20 (Sigma Aldrich) 

 İnce Tabaka Kromatografisi plağı:    Silika jel 60 F254 (Merck) 

 Anisaldehit reaktifi:  0.1 ml Anisaldehit 

                                  2 ml asetik asit 

                                  17 ml Metanol 

                                  1 ml konsantre sülfürik asit 

 Biyoaktivite :      Kuyucuklu mikroplakalar 

        Askorbik asit 

     Kersetin 

     Mueller Hinton Besiyeri (MHB, Difco)  

     Mueller Hinton Agar (MHA, Oxoid) 

     Sabouraud Dekstroz Agar 

     Asetilkolinesteraz enzimi  

     PBS 

     SDS 

Ekipmanlar 

 Rotavapor                     

 Ultrasonik banyo 

 UV lambası 

 Isıtıcı 

 Fraksiyon toplayıcı 
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 Spektrofotometre 

 HPLC 

 GC-MS 

4.2. YÖNTEM 

4.2.1. Microcosmus vulgaris’ den  ekstrenin hazırlanması 

İzmir bölgesinden toplanan örnekler, % 70’lik etanol çözücü içerisinde laboratuvara 

nakledilmiştir. Örnekler küçük parçalara kesilerek, kloroform-metanol 1:1 çözücü sistemi 

ile ekstre edilmiştir (Şekil 4.2) Ekstraksiyon işlemine renk giderimi sağlanana kadar devam 

edilmiştir. Ekstre vakum altında rotavapor yardımıyla çözücüsünden kurtarılmış (Şekil 4.3) 

ve liyofilize edilerek tamamen kuruması sağlanmıştır. Toplam 40 gram ekstre elde 

edilmiştir. 

 
Şekil 4.2 Örneğin kesilmesi ve çözücü içinde bekletilmesi 

 

Şekil 4.3 Çözücünün evaporatör ile uçurulması 
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4.2.2. Ekstrenin sıvı- sıvı ekstraksiyon ile fraksiyonlanması 

Ham ekstrenin 20 gramı metanol-su (90:10) içerisinde çözülerek sıvı-sıvı ekstraksiyon 

yapılmıştır. Çözülen bu ekstre Şekil 4.4’ deki prosedür takip edilerek fraksiyonlanmıştır. 

Şekil 4.5’ de organik faz ve su fazının ayırma hunisi ile ayrılması gösterilmiştir.

Şekil 4.4 Ekstrenin sıvı- sıvı ekstraksiyon ile fraksiyonlan 

M. vulgaris' in

MeOH/Su (90/10) 

içerisinde çözülmesi

Çözünmüş ekstreye n-Hekzan 
ilavesi ve sıvı-sıvı ekstraksiyonu

Su fazı

Su fazına etil asetat ilavesi ve sıvı-sıvı 
ekstraksiyon

Su fazı

Su fazına n-Bütanol ilavesi ve sıvı-
sıvı ekstraksiyon

Su fazı n-Bütanol fazı

Etil asetat fazı

n-Hekzan fazı
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Şekil 4.5 Sıvı- sıvı ektraksiyon ile organik faz ve su fazının ayrılması 

4.2.3. Etken maddenin izolasyonu 

Bütanol fraksiyonu YBSK ile analiz edilmiştir. Analizde Çizelge 4.1’ de verilen çözücü 

sistemi kullanılmıştır.  

Enjeksiyon hacmi    : 20 μl 

Akış hızı                  : 1 ml/ dk 

Analiz süresi            : 60 dk 

Kolon                       :  Teknokroma NUCLEOSIL 100 C18 10 μm 25x 0.46 

Dedektör                  : UV dedektör  
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Çizelge 4.1 YBSK analizinde kullanılan çözücü sistemi 

Dakika % MeOH % H2O 

0 10 90 

5 10 90 

35 100 0 

45 100 0 

50 10 90 

60 10 90 

n- Bütonol (BuOH) fraksiyonu vakum sıvı kromatografisine (VSK) uygulanmıştır. Kolon 

durgun faz olarak silika jel ile doldurulmuş, solvan sistemi ise hekzan-etil asetat ve 

diklorometan- metanol sistemleri gradyen olarak kullanılmıştır (Şekil 4.6).  

VSK kolonun özellikleri     Kolon çapı               6 cm 

            Dolgu uzunluğu      10 cm 

            Dolgu maddesi        Silika jel 60 

 
Şekil 4.6 Vakum sıvı kromatografi ile  fraksiyonlama 
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Kolondan 12 fraksiyon toplanmış ve her bir fraksiyon rotavapor yardımıyla 

yoğunlaştırılmıştır. Elde edilen fraksiyonların miktarları ve kullanılan elüsyon sistemi 

Çizelge 4.2’ de  verildiği gibidir. 

Çizelge 4.2 VSK’ da kullanılan elüsyon sistemi ve kullanılan toplam miktar 

Fraksiyon Hekzan (%) Etil asetat (%) Toplam çözücü 

miktarı, ml 

Fraksiyon 

miktarı, g 

1 100 0 500 - 

2 80 20 1000 0.8434 

3 60 40 1000 0.0856 

4 40 60 700 0.05265 

5 20 80 500 0.0227 

6 0 100 600 0.02059 

 Diklorometan (%) Metanol (%)   

7 100 0 500 0.0373 

8 80 20 1000 0.3934 

9 60 40 750 0.5206 

10 40 60 500 0.147 

11 20 80 500 0.10592 

12 0 100 1000 0.46012 

VSK’ dan elde edilen 2 no’lu fraksiyon için İTK yapılmıştır. Kullanılan hareketli faz 

Diklorometan- Metanol (50:1)’dir. Bu İTK sonucu ile bu fraksiyonla çalışmaya devam 

edilmiştir. VSK- 2 fraksiyonu kolon kromatografisi (Şekil 4.7) ile fraksiyonlanmıştır. 

Hareketli faz olarak diklorometan- metanol sistemi gradyen olarak uygulanmıştır. Yaklaşık 
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300 fraksiyon toplanmıştır. Elde edilen bu fraksiyonların İTK’larına bakılarak 

birleştirilmiştir. 

Kolon özellikleri               Kolon çapı                 2.5 cm 

          Dolgu  uzunluğu      20  cm 

          Dolgu maddesi         Silika jel 60 

 

Şekil 4.7 Kolon kromatografisi ile VSK-2'nin fraksiyonlanması 

Kolondan gelen ilk fraksiyonlar olan VSK-2.1 ve VSK 2.2 fraksiyonları ile son 

fraksiyonlardan VSK-301 no’ lu fraksiyonlar GC-MS ile analiz edilmiştir. Total metil ester 

analizinin yapılması için öncelikli olarak lipid ekstresi, Na2CO3 ile metanol içerisinde 42°C’ 

de 4 saat boyunca bekletilmiştir. Saponifike edilerek yağ asidi metil esterleri (FAME) elde 

edilmiştir. FAME karışımı n-hekzan (1 μg/ ml) içinde çözülmüş ve iyon-tuzaklı  GC-MS’ 

de % 5 difenil kolon ve EI (70 eV)’ de pozitif mod analizör ile analiz edilmiştir. Elüsyon 

artan bir sıcaklık gradyenine göre yapılmıştır: 160°C’ de 0. dakika, ardından 1. dakikada 5 

°C’ de  310°C’ ye ulaşana kadar sıcaklık artar, 310°C’de ise 20 dakika kalır. 2 μL örnek 

(1:10) ayrımla ve 3 dakikalık bir boş aralıkla (İç sıcaklık 260°C, transfer hattı 260°C’ de ve 

iyon kaynağı 250°C’ dedir) ile enjekte edilir. FAME’ ler standart karışımların analizinin 

ardından retansiyon zamanlarına göre teşhis edilmiştir. Elde edilen GC-MS sonucu sayfa 

58’de verilmiştir. 
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27- 68 no’lu fraksiyonların aynı olduğu görülmüş ve birleştirilmiştir. Fraksiyonun 

temizlenmesi için Sefadeks LH-20 dolgulu kolon kurulmuş ve örnek Diklorometan- Metanol 

(1:1) içerisinde çözülmüş ve aynı sistemle elüsyon yapılmıştır. Kolondan çok yavaş bir 

şekilde fraksiyonlar toplanmış ve toplanan örneklere tekrar İTK yapılmıştır. İTK sonuçları 

sayfa 48-51’de verilmiştir. 

İzole edilen etken madde için izolasyon şeması Şekil 4.8’ de veridliği gibidir. 

 
Şekil 4.8 Etken madde izolasyon şeması 

Ham ekstrenin (20 g ) 

sıvı-sıvı ekstraksiyonu

Hekzan 
fraksiyonu 

(1.98 g)

Etil asetat 
fraksiyonu

(2.9 g)

Bütanol 
fraksiyonu 

(3. 23 g)

2. fraksiyon (0.85 g) kolon 
kromatografisi ile 

fraksiyonlandı.

5α- 6α- epoksiergosta 7-
en- 3β- ol 

(90 mg)

27-68. (95 mg)

fraksiyonlar 
birleştirildi ve 

sephadex dolgulu 
kolona uygulandı.

VSK ile 
fraksiyonlam

a 12 frakiyon 
elde edildi.

Su fraksiyonu  
(10.13 g)
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4.3. Biyoaktivite çalışmaları 

4.3.1.  Hep-2 hücrelerinde dizileri üzerinde sitotoksik etki incelemesi 

Mossman tarafından geliştirilmiş MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil 

tetrazolyum bromür] tayin yöntemi kullanılmıştır. Hücreler  (% 10 dana serumu ve % 1 

penisilin + streptomisin çözeltisi ihtiva eden DMEM vasatında) 1x105 hücre/ml hücre 

süspansiyonu hazırlanmış ve 100’er µl olarak 96 kuyucuklu  plakalara aktarılmıştır. 

Hücre süspansiyonları; % 5 CO2, % 95 nem ve 37 °C sıcaklığa sahip inkübatörde 24 saat 

bekletildikten sonra, kuyucuklardaki vasat aspire edilmiş ve 100’er µl değişik 

konsantrasyonlardaki ekstre çözeltilerini içeren vasat ilave edilerek 48 saat daha 

inkübatörde bekletilmiştir. Süre sonunda her bir çukurdaki ekstre çözeltileri aspire 

edilmiş, 100 µl vasat ile çukurlar yıkanarak temizlenmiş ve daha sonra hücrelerin 

üzerlerine tekrar 100’er µl taze vasat ilave edilmiştir. 5 mg/ml konsantrasyonda olacak 

şekilde PBS (Fosfat tamponlu salin)’de hazırlanan MTT çözeltisinden  herbir  kuyucuğa 

10’ar µl ilave edilmiş ve 4-6 saat daha inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sırasında 

canlı hücrelerdeki dehidrogenaz enzimi MTT’yi mor renkli formazan yapısına 

indirgemiştir. Süre sonunda  çukurlara 100’er µl % 10 SDS (Sodyum dodesil sülfat) 

çözeltisi ilave edilerek, oluşan formazan kristallerinin çözünmesini sağlamak amacıyla 

20 saat daha inkübe edildikten sonra 577/655 nm’de absorbanslar okunmuştur.  

4.3.2. Radikal süpürücü etki incelemesi 

Deney ortamında, DMSO (Dimetil sülfoksit) tarafından oluşturulan süperoksit radikali, 

NBT (Nitroblue tetrazolium) ile renkli diformazan bileşiği oluşturur. Deney, antioksidan 

madde ile teması sonucunda süperoksit radikalinin  azalan konsantrasyonunun renkli 

diformazan bileşiği üzerinden ölçülmesi esasına dayanır. NBT’nin DMSO’daki 1 mg/ml 

çözeltisinden 0.1 ml, 96 kuyucuklu plakalardaki kuyucuklara aktarıldıktan sonra üzerine 

ekstrenin DMSO ile çözülerek hazırlanan ekstrenin çözeltilerinden 0.3’er ml ilave edilmiştir. 

Daha sonra 1 ml alkalin DMSO (0.9 ml DMSO + 0.1 ml 5 mM NaOH) ilavesiyle son hacmin 

1.4 ml  olmasına dikkat edilerek 560  nm’ de absorbans ölçülmüştür. 

SO radikali süpürücü etki; DMSO, NBT, ve alkalin DMSO içeren çözeltinin (kör) 

absorbansının, bileşikleri içeren çözeltilerin absorbanslarıyla karşılaştırılması sonucu 
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tayin edilmiştir. Standart olarak, doğal birer antioksidan olan askorbik asit (AA) ve 

kersetin kullanılmıştır. Standartlar, denenen ekstreler ile aynı şartlarda ve 

konsantrasyonlarda hazırlanmıştır. 

4.3.3. Antimikrobiyal etki 

Ekstreden hazırlanan stok çözelti konsantrasyonu 512 µg mL-1 olacak şekilde 

dimetilsülfoksit (DMSO) içerisinde çözülmüş ve 0.22 µm Millipore Membran Filtre (MA 

01730, USA) ile sterilize edilmiştir. 

Antimikrobiyal aktivite testler standart ve izole edilmiş suşlara karşı yapılmıştır. Gram- 

negatif suşlar; Acinetobacter haemolyticus ATCC 19002, Acinetobacter septicum (GATA 

Microbiology – NRB 239), Klebsiella pneumoniae CDC 529, Gram- pozitif suşlar; 

Staphylococcus aureus JCSC 4744, Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 ve maya türü 

suşlar; Candida glabrata ATCC 90030, Cryptococcus neoformans NIH 68 and Cryptococcus 

gattii NIH 112 kullanılarak M. vulgaris’ in antibakteriyel/ antifungal etkisi tespit edilmiştir. 

Mueller Hinton Besiyeri (MHB, Difco) ve Mueller Hinton Agar (MHA, Oxoid)  suşların 

büyümesinde ve bakteri süspansiyonlarının CLSI standartlarında olduğu gibi dilüe 

edilmesinde kullanılmıştır (32). L- glutaminli RPMI-1640 sentetik besiyeri,  pH: 7 olacak 

şekilde 3-[N-morfolino]-propan sülfonik asit ile tamponlanmış ve kültür süspansiyonları 

CLSI standartlarına Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) ile hazırlanmıştır (33). İnokülasyonun 

başlaması için kullanılan bakteri ve mantar süspansiyonları sırasıyla  105 cfu mL-1 ve 

2.5x103 cfu mL-1  değerlerinde taze süspansiyonların CLSI standatlarında belirtilen şekilde 

dilüe edilmesiyle hazırlanmıştır (32,33). Süspanse edilmiş bakteri ve mantarlar her bir 

kuyucuğa dilüe örnekler olarak eklenmiştir. 

 

Antibakteriyal ve antifungal testler için mikrodilüsyon metodu kullanılmıştır  (34). 512 

µg/ ml ’ de hazırlanan örnek solüsyonu stok olarak hazırlanmıştır. Mikroplakanın ilk 

kolonunda bulunan kuyucuğa ve satır boyunca kalan kuyucuklar örneğin dispense 

edilmesi ile (256 - 0.5 µg/ ml )  kalan kuyucuklar doldurulmuştur. Son satır ise negatif 

kontrol grubudur . Üstü kapatılan mikroplaka nem banyosuna alınmış ve 35ºC’ de inkübe 
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edilmiştir. Bakteriler 24 ve mantarlar için 48 saatlik inkübasyonun ardından gözlem 

yapılmıştır. Örneğin en düşük konsantrasyonda makroskopik üremeyi inhibe ettiği değer 

belirlenmiş ve minimum inhibisyon konsantrasyonu (MİK) belirlenmiştir. 

4.3.4. Asetilkolin esteraz inhibisyon aktivitesi 

Asetilkolinesteraz (AChE) beyin sinapsları ve nöromüsküler bağlantılar için anahtar 

enzimdir. Bu enzimin temel rolü katyonik nörotransmitter olan asetilkolinin hızlı bir şekilde 

hidrolize edilmesini sağlayarak impuls aktarımını durdurmasıdır (35). Parkinson ve 

Alzheimer gibi nörodejeneratif hastalıkların tedavisinde izlenen yollardan biri de 

asetilkolinesteraz enzimi ile asetilkolin seviyesini kontrol etmektir. Bu sebeple asetilkolin 

esteraz inhibitörü aktivetisi gösteren maddeler nörodejeneratif hastalıkların tedavisinde 

kullanılabilir niteliktedir (36). 

In  vitro asetilkolin esteraz inbisyon aktivitesi Ellman ve çalışma arkadaşları tarafından 

geliştirilen modifiye mikroplaka deneyi ile yapılmıştır. Temeli nörotransmitter olan 

asetilkolinin, asetilkolinesteraz (AChE) enzimi ile hidroliz edilmesi sonucu salınan tiyokolin 

miktarının ölçülmesine dayanan kalorimetrik bir metottur. Tiyokolin salınımı 5,5’- ditiyobis 

nitrobenzoik asit ile reaksiyon vermesi ile kalorimetrik olarak ölçülür (37). Ekstre 

1000 μg/mL konsantrasyonda hazırlannmış ve 25 μL örnek 96 kuyucuklu polistren 

mikroplağa aktarılmıştır. Metanol (Merck, Almanya) kör olarak ve galantamin (Sigma, 

ABD) pozititif kontrol olarak kullanılmıştır. Tampon B (sığır serumundan albumin, Sigma, 

ABD)’den 50 μL, kalorimetrik reaktif olan DTNB’den 125 μL ve 25 μL asetilkolin (Sigma, 

UK) mikroplağa ilave edilmiştir. 405 nm’deki absorbans altyapı olarak ölçülmüştür. 

Ardından 25 μL AchE (Electropardus electricous’dan, tip VI-S, 2000 U/mL, Sigma, ABD) 

mikroplağa eklenmiş ve okumalar 25 dakikaya boyunca 5 dakikada bir yapılmıştır. Deney 

üç kez tekrar edilmiş ve inhibisyon ölçülmüştür.  
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5. ARAŞTIRMA BULGULARI 

5.1. 5α- 6α- epoksiergosta 7-en- 3β- ol’ün izolasyonu 

5.1.1. Bütanol fraksiyonun YBSK sonucu 

 
Şekil 5.1 Bütanol fraksiyonu YBSK sonucu 
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5.1.2. VSK-2’nin ve fraksiyonlarının İTK analizi 

n-BuOH fazının VSK ile fraksiyonlanmasından elde edilen 2. frakyiona (VSK-2) DCM- 

MeOH (50:1) çözücü sitemi ile İTK yapılmıştır. Beliren noktalar UV 254 ve 366 nm’lerde 

görülmemiştir. Bu sebeple reaktif olarak anisaldehit reaktifi kullanılmıştır. Bu İTK sonucu 

Şekil 5.2’de verilmiştir.  

                                                  

Şekil 5.2 BuOH fazından alınan  VSK- 2’nin İTK analizi 

VSK-2 frakyionunun silika jel dolgulu kolona uygulanmasının ardından elde edilen, 27-68 

no’lu fraksiyonlar (Şekil 5.3) başlangıçtaki çözücü sistemi kullanılarak İTK plağına 

uygulanmıştır. Elde edilen sonuçta tek bir bant gözlenmiştir ve bu sonuç  Şekil 5.4’da 

verildiği gibidir.  

 

Rf3=0.97 

 

Rf2=0.56 

 

Rf1=0.45 
1 

2 

3 
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Şekil 5.3 27-68 no’lu fraksiyonların anisaldehit boyaması sonrası görünümü  

Rf=0.456 
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Bu sonuca bağlı kalarak 27-68 no’lu fraksiyonlar birleştirilmiştir. Elde edilen bu fraksiyon 

farklı çözücü sistemleri ile yürütülmüştür. 

    

         

 

Görülen safsızlıkların temizlenmesi için 27-68 no’lu fraksiyon (100 mg) sefadeks dolgulu 

kolona uygulanmıştır. Sefadeks kolondan toplanan fraksiyonlar da aynı çözücü İTK’ ya 

uygulanmıştır. Şekil 5.5’ de bu İTK sonuçları verilmiştir. 

 

Şekil 5.4 27- 68 no'lu fraksiyonların İTK sonuçları 
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Şekil 5.5 Sefadeks kolondan alınan fraksiyonların İTK sonucu 

Alınan bu sonuçla 5. Fraksiyon (50.84 mg) bir başka çözücü sistemi ile elüe edilmek üzere 

İTK’ ya uygulanmıştır. Şekil 5.6’da bu İTK’ nın sonucu görülmektedir. Solda görülen sonuç 

anisaldehit reaktifine daldırma yöntemi ile sağdaki sonuç ise reaktifin püskürtülmesi ile elde 

edilmiştir. 

 
Şekil 5.6 Sefadeks kolondan alınan fraksiyonların Hekzan-DCM-EtOAc (1:10:1) 

yürütülmesi ile elde edilen  İTK sonucu 
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5.1.3. Maddenin NMR analiz sonuçları 

Elde edilen bu madde YBSK’da analiz edilmiş ancak herhangi bir pik gözlenememiştir. Bu 

aşamadan sonra maddenin Nükleer Manyetik Rezanonans (NMR) Spektroskopisi ile tayini 

yapılmıştır. Karbon ve hidrojen NMR sonuçları Şekil 5.7 ve Şekil5.8’de verilmiştir.  

 
Şekil 5.7 13C NMR sonucu 
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Şekil 5.8 1H NMR sonucu 
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Yapılan analiz sonucunda yapının 5α- 6α- epoksiergosta 7-en- 3β- ol olduğu belirlenmiştir 

(Şekil 5.9). Literatür taraması yapılmış ve bu sterolün daha önce bir sünger türü olan Ircinia 

aruensis ‘den izole edildiği görülmüştür (38). Örneğin 13C ve 1H NMR data sonuçları 

Çizelge 5.1’de verildiği gibidir.  

 
Şekil 5.9 5α- 6α- epoksiergosta 7-en- 3β- ol ‘ün yapısı 

Çizelge 5.1 Maddenin 13C datası 

Pozisyon 13C 

1 35.47 t 

2 30.9 t 

3 56.79 d 

4 39.52 t 

5 71.81 s 

6 73.39 d 

7 121.69 d 

8 140.77 s 

9 42.17 d 

10 37.27 s 
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Çizelge 5.1 (Devam)  

11 23.83 t 

12 39.3 t 

13 50.32 s 

14 54.40 d 

15 22.1 t 

16 140.77 s 

17 28.0 t 

18 56.19 d 

19 11.85 q 

20 18.9 q 

21                         36.52 q 

22 18.72 q 

23 35.78 t 

24 30.7 t 

25 39.1 d 

26 31.56 d 

27 20.2 q 

28 21.27 q 
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Çizelge 5.2 Maddenin 1H datası 

Pozisyon 1H 

H- 1,2,3,4,9,11,12,14,15,16,17 

M (21-H) 

1.30-2.29 

5 - 

6 

M (1-H) 

3.5 

7 

M (1-H) 

5.14- 5.36 

8 - 

10 - 

13 - 

18 

M (3-H) 

0.69 

19, 24 

M (4-H) 

1.00-1.13 

20                                     - 

21,22,23,26,27,28 0.81-0.95 

25 1.58 

 

5.2. BUOH VSK- 2.1, 2.1 VE 301 NO’ LU FRAKSİYONLARININ GC-MS 

SONUÇLARI 

BuOH VSK- 2.1, 2.1 ve 301 no’ lu fraksiyonlarına GC-MS yardımıyla yağ asidi metil ester 

analizi yapılmıştır.Analiz sonucunda BuOH VSK-2.1 fraksiyonunda % 50, BuOH VSK-2.2 
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fraksiyonunda % 45  ve BuOH VSK-2.301 fraksiyonunda ise %40 oranında palmitik asit 

tespit edilmiştir. Her üç fraksiyonda da daha düşük oranlarda stearik asit ve miristik asit 

ölçülmüştür. Analiz sonuçları Çizelge 5.3’de verilmiştir. Şekil 5.10’ de stearik asitin, Şekil 

5.11’ de palmitik asitin, Şekil 5.12’ de miristik asitin yapı formülleri verilmiştir. Analiz 

sonucunda elde edilen kromatogram ise Şekil 5.13’da verildiği gibidir. 

Çizelge 5.3 GC-MS analiz sonuçları 

 Stearik asit (C18:0) 

% 

Palmitik asit (C16:0) 

% 

Miristik asit (C14:0) 

% 

BUOH VSK-2.1 9 50 11 

BUOH VSK-2.2 12 45 19 

BUOH VSK-2.301 8 40 18 

 

 

 

 
Şekil 5.10 Stearik asitin yapı formülü (37) 

 

  

 

Şekil 5.11  Palmitik asit yapı formülü (38) 

 

 
Şekil 5.12  Miristik asit yapı formülü (39) 
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Şekil 5.13 BuOH VSK- 2.1, 2.1 ve 301 no’ lu fraksiyonların GC-MS sonuçları 
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5.3. BUOH VSK-3 FRAKSİYONU YBSK SONUCU VE OLASI MOLEKÜLLER 

BuOH VSK-3 fraksiyonuna Düsseldorf  Heinrich Heine Üniversitesi’nde yapılan YBSK 

analizi sonucunda, YBSK’ya ait kütüphane karşılaştırmaları sonucu elde edilen 

kromatogram Şekil 5.14’de verilmiştir. Piklerin olası yapıları sırası ile aşağıda listelenmiştir: 

 İlk 2 molekül cihazlarda var olan kirlikler 

 Pik 3: 9 alfa-OH-pinoresinol (Bir bilgi yok) 

 Pik 4: Hamigeramide (Daha önce bir sünger türü olan Hamigera hamigera ‘ dan izole 

edilmiştir (39) ) 

 Pik 5, 6 ve 8: Cihaz kütüphanesinde tanımlı değildir (UV değerleri göz önüne 

alındığında bu pikler içi şunlar söylenebilir: Pik 5: Peptit türevi olabilir, ancak 

yapının aydınlatılması gereklidir. Pik 6: Benzen ve bir karbonil grubu içerdiği 

söylenebilir. Pik 8 ise terpen türevi olabilir.) 

 Pik 7: Helenalin’ e benzer bir yapı göstermiştir. Bu bileşik daha önce bir bitki türü 

olan Helenium autumnale’ den izole edilmiştir. 

 Pik 8: Cihaz kütüphanesinde tanımlı değildir (Ama peptid türevi olabilir). 

 
Şekil 5.14 BuOH VSK-3 YBSK sonucu 

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

-150

-100

-50

0

50

100

150

200

250
BK160801 #7 BuOH VLC-3 UV_VIS_1
mAU

min

1 - 3,190

2 - 15,347

3 - 21,310

4 - 31,690
5 - 35,300

6 - 38,627

7 - 39,423

8 - 40,473

9 - 57,707

WVL:235 nm
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5.4. ETİL ASETAT VSK-4 FRAKSİYONU YBSK SONUCU VE OLASI 

MOLEKÜLLER 

EtOAc VSK-4 fraksiyonuna Düsseldorf  Heinrich Heine Üniversitesi’nde yapılan YBSK 

analizi sonucunda, YBSK’ya ait kütüphane karışım halindeki maddeler için Pyrenocine A 

atamıştır. Bu moleküller Pyrenocine A veya türevleri olabilir. 

 
Şekil 5.15 EtOAc VSK-3 YBSK sonucu 

 

5.5. BİYOAKTİVİTE SONUÇLARI 

5.5.1. Sitotoksik aktivite deney sonucu 

Şekil 5.16’da ham ekstreye ait sitotoksik aktivite deney sonucu görülmektedir. Bu sonuca 

göre ekstre sitotoksik aktivite göstermiştir ve IC50 değeri 40.0754 μg/ ml’ dir. 

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

-150

-100

-50

0

50

100

150

200

250

300
BK160801 #3 EtOAc VLC-4 UV_VIS_1
mAU

min

1 - 3,220

2 - 5,260

3 - 10,630

4 - 21,820

5 - 24,180
6 - 24,950

7 - 26,250

8 - 39,583

9 - 40,567

10 - 40,800

11 - 43,743

12 - 47,130

13 - 56,507

WVL:235 nm
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Şekil 5.16 Sitotoksik aktivite deney sonucu  

5.5.2. Süperoksit radikal süpürücü aktivite deney sonucu 

Şekil 5.17’de süperoksit radikal süpürücü aktivite deney sonucu gösterilmiştir. Ham 

ekstrenin 800 μg/ ml konsantrasyonda % 10’un altında bir aktivite göstermiştir. Bu sebeple 

SO radikal süpürücü etkisi yok denecek kadar azdır.  

Şekil 5.18’de ise izole edilen 5α- 6α- epoxyergosta 7-en- 3β- ol ile yapılan SO süpürücü 

aktivite sonucu görülmektedir. Bileşiğin aktivitesi, ham ekstreninkinden daha fazla olsa da 

dikkate değer bir aktivite değeri okunmamıştır. 

 
Şekil 5.17 Süperoksit radikal süpürücü aktivite  sonucu 
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Şekil 5.18 5α- 6α- epoxyergosta 7-en- 3β- ol' ün süperoksit radikali süpürücü aktivite sonucu 

5.5.3. Antimikrobiyal aktivite sonucu 

Ham ekstrenin antibakteriyal ve antifungal aktivitesine bakılmıştır. Çizelge 5.4 sekiz farklı 

patojene karşı in vitro antimikrobiyal etki sonuçlarını göstermektedir. Pozitif kontrol 

kuyucuğunda çözücü ve/veya besiyeri kaynaklı bir inhibisyon olmamış ve üreme 

görülmüştür. Negatif kontrol kuyucuğunda ise herhangi bir üreme görülmemiştir.  

Bakteriler için 24 saat sonunda ve maya türleri için 48 saat sonunda okumalar yapılmıştır. 

Şekil 5.19’ da 24 saat sonunda plağın görünümü verilmiştir. Ekstrenin, Acinetobacter  

haemolyticus ATCC 19002, Staphylococcus aureus JCSC 4744, Cryptococcus neoformans 

NIH 68, Cryptococcus gattii NIH 112 türlerine karşı düşük seviyede antimikrobiyal aktivite 

gösterdiği görülmüştür. 
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Çizelge 5.4 Ekstrenin minimum inhibisyon konsantrasyon (MİK) değerleri 

Mikroorganizma MİK, µg/ ml 

 

Acinetobacter  haemolyticus ATCC 19002 32 

Acinetobacter  septicum (GATA Microbiology 

– NRB 239 ) 

128 

 

Klebsiella pneumoniae CDC 529 128 

 

Staphylococcus aureus JCSC 4744 32 

 

Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 128 

 

Candida glabrata ATCC 90030 128 

 

Cryptococcus neoformans NIH 68 32 

 

Cryptococcus gattii NIH 112 32 

 

 

 

 
Şekil 5.19 24 saat sonunda plakanın görünümü 

 Negatif        Pozitif   

 Kontrol       Kontrol 
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5.5.4. Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi sonucu 

Yüzde inhbisyonun % 40’ın üzerinde olduğu durumlarda ekstrenin asetilkolinesteraz 

inbisyon aktivitesi olduğu söylenebilir. Pozitif kontrol olarak kullanılan galantaminin % 86 

inhibisyon gösterdiği deneyde, ham ekstrenin inhbisyon aktivtesinin % 40’ın altında kalması 

nedeniyle inaktif olduğu görülmüştür. 
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6. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Deniz kaynaklı doğal ürünlerin de sahip olduğu biyoaktiviteler farmasötik endüstrisi için ilgi 

çekici bir sahadır. Aynı trendleri takip ederek kozmetik endüstrisi için de deniz yeni 

bileşiklerin keşfi için uygun bir alan haline gelmiştir. İlaç olarak piyasada bulunan Prialt®, 

Lovaza®/Omacor®, Halaven®, Adcetris®, Carragelose®, Yondelis ® gibi ürünler deniz 

kaynaklıdır ve bundan sonra yapılacak çalışmalar için denizin ne kadar engin bir kaynak 

olduğunun ispatı niteliğindedir.  

Türkiye’de, tunikatların da dahil olduğu Kordalılar filumu 64 farklı türü barındırarak tür 

sayısı bakımından ikinci sırada yer alır. Bu 64 tür içerisinde ise 61 türle tunikatlar alt-filumu 

en fazla üyeye sahiptir (11). Üç tarafı denizle çevrili Türkiye’de, bu türlerle yapılacak 

çalışmalar bu türlere ait molekülleri açığa çıkaracak ve biyoaktivite çalışmalarının ardından 

uygun adayların faz çalışmalarına alınmasına yönelik adımlar atılmasına yol açacaktır. 

Microcosmus vulgaris’ den 2000 yılında yapılan çalışmada, in vitro olarak, antiproliferatif 

etki göstermiş olan yeni bir n- metilpiridinyum alkaloiti izole edilmiştir (29). 2002 yılında 

gerçekleştirilen bir diğer çalışmada, yeni bir glikosfingolipit olan sulkakeramit, perasetat 

formu olarak izole edilmiştir (30). 2003 yılında yapılan çalışmada, üç yeni glikosfingolipit, 

perasetatları olarak izole edilmiştir (31). 

Bu çalışmada da Kordalılar şubesine ve Ascidae sınıfına dahil bir tunikat olan Microcosmus 

vulgaris ile çalışılmıştır. n- Bütanol VSK-2’den bir sterol olan 5α- 6α- epoxyergosta 7-en- 

3β- ol izole edilmiştir. İzole edilen 5α- 6α- epoxyergosta 7-en- 3β- ol’ün de antioksidan 

etkisine bakılmıştır. Bileşiğin aktivitesi, ham ekstreninkinden fazla olsa da dikkate değer bir 

aktivite değeri okunmamıştır.  

Ham ekstrenin sitotoksik, antioksidan, antimikrobiyel ve asetilkolinesteraz inhibisyon 

aktivtelerine bakılmıştır. Ham ekstrenin Hep-2 hücreleri (Human epidermoid cancer cells)’ 

ne karşı sitotoksik aktivitesi incelenmiş  ve IC50 değeri 40.0754 μg/ ml olarak tespit 

edilmiştir. Antioksidan aktivitesi ise süperoksit radikali süpürücü aktivitesine bakılmış ve 

800 μg/ ml konsantrasyonda % 10’un altında bir aktivite göstermiştir. Bu sebeple SO radikal 

süpürücü etkisi yok denecek kadar azdır. Ham ekstrenin, antibakteriyal ve antifungal 

aktivitesine bakılmıştır. Ekstrenin, Acinetobacter  haemolyticus ATCC 19002, 
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Staphylococcus aureus JCSC 4744, Cryptococcus neoformans NIH 68, Cryptococcus gattii 

NIH 112 türlerine karşı düşük seviyede antimikrobiyal aktivite gösterdiği görülmüştür. 

Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesine bakılmış ve ham ekstrenin inhibisyon aktivitesinin 

% 40’ın altında kalması nedeniyle inaktif olduğu görülmüştür. 

Yapılan bu izolasyon çalışması, Microcosmus vulgaris türü ile Türkiye’ de yapılan ilk 

çalışmadır.  Bu aşamadan sonra izole edilen madde ve ham ekstrenin farklı biyoaktiviteleri 

incelenebilir. Biyoaktivitenin yüksek olduğu deneylerde, ileri çalışmalara geçilebilir.  

Türkiye’de deniz kaynakları üzerine diğer tunikat türleri ile yapılacak çalışmaların sonuçları, 

bilim dünyasına katkı sağlayacak ve ardından ilaç kaynağı olarak üretimin yollarını açabilir.  
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